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Le norovirus murin (MNV) est un agent pathogène de la souris récemment découvert, 
il représente le contaminant le plus courant dans les animaleries de recherche. Néanmoins, les 
effets de l'infection du MNV sur la recherche biomédicale ne sont pas encore clairs. 
L’hypothèse que l'infection par le MNV pourrait modifier la réponse immunitaire chez les 
souris atteintes d'une infection pulmonaire aiguë a été testée au cours de cette étude.  
Cette étude a testé directement l'effet de la souche S99 du norovirus murin sur un 
modèle murin d'infection pulmonaire aiguë. Les résultats démontrent sans équivoque que la 
souche S99 du norovirus murin module la réponse induite à une infection pulmonaire à 
Pseudomonas aeruginosa.  
In vitro, la souche S99 est capable de diminuer la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoire par les BMDMs en réponse à une infection à la souche CHA de P. aeruginosa. 
Les modèles in vivo ont mis en évidence que le MNV augmente la survie des souris ayant une 
infection pulmonaire aiguë à CHA. L’amélioration, par le MNV, du pronostic vital de ces 
souris est consécutive à une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoire et de 
chimiokines, ainsi que du recrutement de cellules immunitaires, en particulier des 
neutrophiles. Par conséquent, la lésion pulmonaire provoquée par l'infection pulmonaire à P. 
aeruginosa et la réponse pro-inflammatoire excessive sont réduites. 
Ainsi, ces résultats suggèrent que l'infection au MNV peut profondément modifier les 
paramètres étudiés dans les modèles classiques d'infections et mener à de fausses conclusions 
dans ces modèles expérimentaux. Compte tenu de la prévalence du norovirus murin dans la 






AANE : Acide Aminé Non Essentiel 
ADN : Acide Désoxyribonucléique  
ADNc : ADN complémentaire 
ANOVA : One Way Analysis Of Variance 
ARN : Acide Ribonucléique  
ATCC : American Type Culture Collection 
ATG16L1 : Autophagy-related gene 16-like 1 
BCP : Bromo-Cresol Purple agar 
BET : Bromure d’éthidium 
BMDM : Borne marrow derived macrophage 
CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité 
Ct : Cycle seuil 
CXCL : Chimiokine à motif CXC 
DAMP : Damage-associated molecular patterns (Motifs moléculaires associés aux 
dommages) 
DC : Cellules dendritiques 
DICT50 : Dose infectieuse cytopathogène 50% 
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO : Dimethyl sulfoxide 
DO: Densité optique 
DTT : Dithiothréitol 
ECACC : European Collection of Cell Cultures 
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ECP : Effet cytopathique 
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
FELASA : the Federation of Laboratory Animal Science Associations 
HI FBS: Heat inactivated fetal bovine serum 
HRP : Horseradish peroxidase 
HuNoV: Human Norovirus 
ICTV : Comité International de Taxonomie des Virus  
IFN : Interféron 
IL : Interleukine 
IN : Intra-nasale 
IP : Intra-péritonéal 
IRF : Interferon- regulatory factor 3 
LB : Lysogeny broth 
LBA : Lavage broncho-alvéolaire 
LPS : Lipopolysaccharide 
M-CSF : Macrophage Colony-Stimulating Factor 
MLN : Mesenteric Lymph Nodes 
MNV : Norovirus murin 
MOI : Multiplicity of infection 
MyD88 : Myeloid Differenciation 88 
ND : Non détecté 
NLR : Nod like receptor 
NF-κB : Nuclear Factor-kappa B 
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NoV : Norovirus 
NS : Non significatif 
ORF : Open reading frame (Cadre de lecture ouvert) 
PAMP : Pathogen-associated molecular patterns (Motifs moléculaires associés aux 
pathogènes) 
PBS : Phosphate-buffered saline 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
PNN : Polynucléaires neutrophiles 
PRR : Pattern recognition Receptors (Récepteur de reconnaissance des motifs) 
Q-PCR : Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
QS : Quorum sensing 
QSP : Quantité suffisante pour 
Rag-2 : Recombination activating gene 2 
RIP : Receptor-interacting protein 
RT : Rétro-transcription 
SRSV : Small Round Structured Viruses 
SST : Système de sécrétion de type 
STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription 
TBE : Tris Borate EDTA 
TCR : T cell receptor 
TCID50 : 50% tissue culture infectious dose 
TGI : Tractus gastro-intestinal 
TLR : Toll like receptor  
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Tm : Melting temperature 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
UFC : Unité formant colonie 
UFP : Unité formant plage 
UV : Ultraviolet 
VF1 : Virulence factor 1 
VPg : Viral Protein linked to genome 
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Partie 1 : Introduction 
Chapitre 1 : Le Norovirus 
1- Historique 
L’étude des Norovirus (NoV) a commencé en 1968 dans une école primaire de 
Norwalk en Ohio aux Etats-Unis [1]. Une épidémie de gastroentérite mêlant diarrhée et 
vomissement se déclara chez 50 % des élèves et des professeurs et 32,3 % des familles en 
contact. Néanmoins, l’agent étiologique de cette affection qualifiée de « winter vomiting 
disease » ou « hyperemesis hiemis » n’a pu être isolé [2]. En 1972, des particules virales ont 
été visualisées par microscopie électronique dans des échantillons de fèces provenant de 
volontaires infectés per os par des filtrats de matières fécales provenant d’enfants infectés lors 
de l’épidémie de 1968 [3, 4]. L’agent étiologique responsable est alors dénommé Agent de 
Norwalk en référence à la ville de sa découverte. 
La découverte du virus de Norwalk comme pathogène entérique a favorisé le 
développement de ce domaine de recherche ainsi que la découverte de nombreux autres virus 
entériques nommés SRSV pour Small Round Structured Viruses de par leur aspect général en 
microscopie électronique [5–7]. 
Depuis les années 1990, l’essor des techniques de biologies moléculaires et 
notamment du séquençage du génome complet du virus de Norwalk a permis d’enrichir les 
connaissances sur ces virus [8, 9]. 
Par conséquent, des souches de Norovirus ont pu être identifiées comme responsable 
d’infection symptomatique ou asymptomatique dans différentes espèces animales dont les 
bovins [10, 11], les cochons [12, 13], les moutons [14], les lions [15] et chien [16]. 
Récemment, des souches de NoV ont été isolés chez des souris de laboratoire aussi bien 
immunodéficientes qu’immunocompétentes, il s’agit du norovirus murin ou MNV [17, 18]. 
Aujourd’hui le norovirus humain est reconnu comme le principal agent responsable 
des gastroentérites aiguës d'origine non bactériennes à travers le monde [19, 20]. Les 
épidémies sont fréquentes dans les endroits où les gens sont en contact étroit tels les écoles 
[21, 22], les centres hospitaliers [23, 24], les garderies [25], les paquebots de croisière [26–28] 
et les restaurants [29, 30]. Malgré l’impact sanitaire et économique qu’il suscite, il n’existe 
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actuellement aucun système de culture cellulaire du norovirus humain ce qui retarde les 
avancés de la recherche. 
 
Figure 1: Visualisation par microscopie électronique d’un agrégat de Norwalk virus. [4] 
 
2- Classification et génogroupes 
Lors des premières études épidémiologiques, les souches de Norovirus étaient classées 
selon leur apparence décrite en microscopie électronique et nommées selon la localisation où 
elles ont sévis (virus de Norwalk, Southampton, Desert Shield, Snow Mountain, Mexico, 
Toronto et Hawaii). Avec le développement des techniques moléculaires permettant de définir 
des similarités et des variations entre les séquences des ARNs, une nouvelle nomenclature a 
été adoptée par le Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV) en 1998.  
Ainsi, les Norovirus ont été classés dans la famille des Caliciviridae du nom dérivé du 
latin calyx, signifiant coupe ou gobelet et se référant aux dépressions en forme de coupes 
visibles en microscopie électronique. Cette famille est divisée en 5 genres: les Lagovirus, les 
Vesivirus, les Sapovirus, les Norovirus, anciennement Norwalk-like virus et les Nebovirus 
[31, 32] (Figure 2). Les Norovirus et Sapoviruses ont été décrits comme agents pathogènes de 
maladies entériques chez les humains et un large éventail d'autres mammifères [33]. Les 
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Lagovirus provoquent une maladie hémorragique mortelle chez les lièvres et lapins, les 
Vesivirus causent diverses maladies chez des hôtes variés (félins, porcine, reptiles, 
amphibiens, poissons…). En 2002, un virus enteropathogène bovin, le Nebovirus, a été classé 
comme le cinquième du genre de la famille des Caliciviridae [34]. Deux autres genres ont été 
proposées plus tard, le Recovirus représentant un nouveau Calicivirus détecté dans les 
échantillons de selles de singes rhésus [35, 36] et le Valovirus représentant un nouveau groupe 
de Calicivirus porcin [37]. D’autres Calicivirus ont également été présentés mais non classés, 
comme le Calicivirus de poulet récemment décrit [38, 39]. 
 
 
Figure 2 : Classification du Norovirus dans la famille des Caliciviridae. Seuls les cinq 
genres reconnus actuellement sont présentés, G pour génogroupes. (d’après [40]) 
 
Le séquençage complet de la protéine de capside, VP1, a permis de subdiviser le genre 
Norovirus en au moins cinq génogroupes (GI-V) (Figure 2). Les génogroupes GI, GII et GIV 
infectent les humains et provoquent une gastro-entérite aiguë [31, 41, 42], mais des Norovirus 
ont également été isolés chez de nombreuses autres espèces, y compris les porcs (GII) [43], 
les bovins et les ovins (GIII) [10, 14, 44], les félins et les canins (GIV) [15]. Enfin, les 
Norovirus du génogroupe V sont d’origine murine et constituent un sérotype unique [17, 18]. 
Plus récemment, un nouveau Norovirus a été identifié chez des chiens domestiques souffrant 




3- Caractéristiques et structures virales  
3-1. Morphologie et organisation génomique 
Le Norovirus est un virus non enveloppé et à capside icosaédrique de 27 à 40 nm. Son 
génome est constitué d’un ARN monocaténaire à polarité positive de 7300 à 7500 
nucléotides. L’ARN génomique est attaché de façon covalente à la protéine VPg (Viral 
Protein linked to genome) qui fournit une coiffe à la partie 5’ et possède en 3’ une queue 
poly(A). Les UTRs (three prime untranslated region) des génomes du norovirus sont 
généralement courts. Ces structures sont importantes pour la réplication virale, la traduction et 
la pathogenèse du virus. 
Le génome du Norovirus est organisé en 3 cadres de lecture ouverts (ORF) très 
conservés (ORF1, ORF2 et ORF3) à l'exception du MNV qui possède un quatrième ORF 
(Figure 3). Ce quatrième ORF est propre au cluster MNV GV et n'a encore été identifié chez 
aucun autre Norovirus. Les seuls membres de la famille des Caliciviridae possédant un 
quatrième ORF équivalent sont les sapovirus humain [46, 47].  
 
 
Figure 3 : Représentation schématique de la structure du génome des norovirus humain 





La nomenclature des protéines du Norovirus n'a pas encore été unifiée dans la 
littérature et est résumée dans le tableau 1 
Tableau 1 : Nomenclature et fonctions des protéines du HuNV et du MNV. 
MNV HuNV Fonctions 
NS1/2 P48 (N_term) 
Formation du complexe de réplication, contribue à la 
persistance du MNV  
NS3 NTPase (2C-like) RNase hélicase/NTPase 
NS4 P22 (3A-like) Formation du complexe de réplication 
NS5 VPg 
Protéine liée au génome impliquée dans la traduction et la 
réplication 
NS6 Pro (3C-like) Protéase 
NS7 Pol/3Dpol RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) 
VP1 VP1 Protéine majeure de la capside 
VP2 VP2 Protéine mineure de la capside 
VF1 Pas d’équivalent Facteur de virulence 
 
Pour tous les norovirus, l’ORF1 code pour une polyprotéine d’environ 195 kDa qui est 
clivée par la protéase virale« 3C like » (NS6) pour libérer au moins six protéines non 
structurales (NS) matures, y compris NS6 [48] (Figure 3). Les autres protéines non 
structurales libérées comprennent l’ARN polymérase ARN dépendante (Pol; NS7), la VPg 
(NS5), une putative NTPase / ARN hélicase (NS3) et NS1/2 (p48) et NS4 (p22), dont 
certaines sont impliquées dans la formation du complexe de réplication [49, 50].  
L’ORF2 d’environ 1,8 kb code pour la protéine majeure de la capside virale, la VP1 
(viral protein 1) de 57 kDa constituée de 550 acides aminés. 
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L’ORF3, d’approximativement 0.6kb, est situé à l’extrémité 3’ et code pour la 
protéine mineure de la capside virale nommée VP2. 
L’ORF4 du norovirus murin est traduite à partir d'un cadre de lecture alternative au 
sein de l’ORF2 et code pour un facteur de virulence 1 (VF1). Le produit de ce cadre de lecture 
alternatif engendre une régulation de la réponse immunitaire innée ainsi que l’apoptose 
cellulaire [46].  
L'ARN subgénomique est identique aux dernières 2400pb du génome et est fixé de 
manière covalente à la protéine VPg en 5’ et à une queue poly (A) à l'extrémité 3’ 
 
3-2. Propriétés physiques 
Très résistant, les Norovirus sont extrêmement stables dans l'environnement [51]. Ce 
virus est capable de résister à la congélation ainsi qu’à la chaleur et aux variations de 
température, aux rayons UV, aux différentes conditions de pH acides ou basiques [52]. De 
plus les Norovirus sont résistants aux radiations dont les rayons gamma. Par conséquent, les 
doses utilisées dans l’industrie agroalimentaire, afin de contrôler le développement bactérien, 
pourraient être insuffisantes pour détruire le virus. Une étude a mis en évidence que le 
norovirus murin est sensible à l’eau de javel (0,26 %) et à la povidone iodée alors qu’il peut 
être résistant à d’autres solutions aseptiques ou désinfectants [53]. 
La grande stabilité du Norovirus dans l'environnement contribue à un taux élevé de 
transmission car il est souvent difficile d'éliminer le virus totalement. Ainsi les quelques 
virions restant sont suffisants pour infecter un nouvel individu. 
 
4- Cycles de multiplication 
Actuellement, le norovirus humain reste incultivable in vitro, ce qui entrave la 
caractérisation du cycle de multiplication du virus. Avant la découverte du MNV en 2003, de 
nombreux autres membres de la famille des Caliciviridae ont été largement utilisés comme 
modèles pour étudier la biologie du Norovirus. A l’heure actuelle, le norovirus murin, le seul 
Norovirus capable de se répliquer de manière efficace en culture cellulaire, joue un rôle 
important dans l'élucidation des mécanismes clés de la biologie des Norovirus. Le cycle de 
24 
 
multiplication virale peut être divisé en différentes étapes schématiquement représentées dans 
la figure 4. 
 
4-1. Attachement et mécanismes d'entrée du Norovirus. 
La première étape de l’infection est l'attachement spécifique du virus à la surface 
cellulaire. Les NoVs humains reconnaissent à la surface des cellules épithéliales digestives 
des structures glycanniques appartenant à la famille des antigènes tissulaires de groupe 
sanguin (HBGAs) [54–57]. Le site de reconnaissance de ces glycannes sur la capside du virus 
est situé dans la région P2 de la protéine VP1 [58]. Le norovirus murin, d'une manière 
dépendante de la souche, se lie aux cellules hôtes par l'intermédiaire de résidus d'acide 
sialique, présents sur des glycolipides et des glycoprotéines [59, 60]. Le mécanisme par lequel 
le MNV s’internalise dans les cellules n'a pas encore été élucidé entièrement, mais il est 
dépendant de la dynamine II, du cholestérol ainsi que du pH [61, 62].  
 
4-2. Décapsidation virale 
Pour les virus non enveloppés, la capside véhicule le génome viral à partir d'un hôte 
infecté vers un hôte naïf. La capside protéique protège, transporte et libère le génome dans le 
cytoplasme (décapsidation). Les mécanismes de décapsidation du MNV restent encore non 
élucidés et peuvent être activés par différents déclencheurs environnementaux. Le virus peut 
exiger pour sa décapsidation une acidification des endosomes, un clivage de la protéase, ou 
une interaction directe avec un récepteur. Il a été mis en évidence que les protéines NS1/2 du 
MNV peuvent être clivées par des protéases de l'hôte, mais le rôle du clivage de la protéase 
sur la capside de MNV n'a pas été étudié directement [47]. Actuellement, le récepteur d'entrée 
pour le MNV est inconnu, ce qui complique considérablement l'élucidation des interactions 
récepteur / virus. 
 
4-3. Traduction des protéines virales 
L’ARN génomique est libéré dans le cytoplasme suite à la décapsidation et interagit 
avec la machinerie cellulaire de la cellule hôte tel un ARN messager. Une fois livré sur le site 
de réplication, les génomes viraux doivent surmonter des obstacles considérables avant que la 




Figure 4 : Représentation schématique du cycle de multiplication du Norovirus. (D’après 
[63]).(1) les Norovirus se fixent à la surface cellulaire mais doivent se lier à un récepteur protéique 
non identifié (2) pour entrer (3). La décapsidation (4) est réalisée par des voies encore non définies. (5) 
Le génome viral est traduit par des interactions avec la VPg (triangle rouge) à la terminaison 5’ du 
génome et avec la machinerie de traduction cellulaire. (6) La polyprotéine de l’ORF1est co- et post-
traductionnellement clivée par la protéase virale NS6. (7) La Formation du complexe de réplication 
permet (8) la réplication du génome (9). L'assemblage des virions a lieu avant leur sortie (10). 
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En général, les génomes de virus ARN de polarité positive exigent la traduction des 
protéines avant que la réplication virale ne soit initiée. Pour certains génomes de virus à ARN 
positif, le recrutement de la machinerie de traduction de l'hôte est effectué sans l'aide de 
protéines virales, ils utilisent plutôt une structure tridimensionnelle de leur génome, appelée 
site interne d'entrée du ribosome (IRES) [64]. Cependant, les Calicivirus, y compris le MNV 
[17] et le HuNoVs [65] possèdent une petite protéine virale VPg, liée de manière covalente à 
l'extrémité 5 'du génome permettant la médiation de la traduction de l’ARN viral et le 
recrutement des facteurs d'initiation de la traduction de la cellule hôte. La structure de la 
protéine VPg du MNV a été décrite comme un noyau hélicoïdal compact, bordé par des 
régions flexibles en N- et C-terminales [66]. Ce degré élevé de flexibilité est probablement dû 
aux nombreux rôles que joue VPg dans le cycle de vie du Norovirus [67]. Les protéines VPg 
du HuNV et du MNV interagissent avec les composants du complexe de facteurs d'initiation 
de la traduction eIF4, en particulier eIF4E [68, 69], la protéine cap-binding et eIF3 [65], qui 
sont recrutées pour le complexe et à leur tour contribuent à recruter le complexe ribosomal 
43S. Pour les Norovirus, VPg peut être la seule exigence dans le recrutement du complexe 
43S de pré-initiation. La liaison de la protéine virale VPg à l'extrémité 5' du génome viral 
positionne correctement la machinerie de traduction et l’initiation de la traduction. En effet, la 
région 5' non traduite des Norovirus est très courte, environ 10 paires de bases, et est 
probablement trop petite pour contenir un IRES. Ces structures secondaires présentent aux 
extrémités 5’ et 3’ des ARN viraux jouent également un rôle dans leur traduction et favorisent 
des interactions avec certaines protéines de la cellule hôte qui circularisent les ARN viraux 
[70, 71]. Sous cette forme, les ARN établissent des liaisons avec certaines protéines comme la 
polypyrimidine tract-binding protein (PTB) et la poly(A)- binding protein (PABP), capables 
de stimuler ou d’inhiber leur traduction et leur réplication [71–73]. 
Le premier ORF à être traduit est l’ORF1. La polyprotéine résultant de la traduction 
est rapidement clivée à des sites spécifiques afin de libérer des protéines non structurales 
impliquées dans la réplication du virus, directement ou bien indirectement par la formation du 
complexe de réplication [74]. La traduction des ORFs 2, 3 et 4 codant respectivement les 
protéines VP1, VP2 et le facteur de virulence VF1, est principalement effectuée à partir des 
ARN subgénomiques. Du fait d’une présence plus importante de ces ARN par rapport aux 
ARN génomiques, il semblerait qu’une stratégie soit mise en place afin de réguler la synthèse 
des protéines virales et notamment VP1 pour qu’elle soit présente en un nombre suffisamment 
élevé permettant la formation de capsides entières. En effet, chaque capside icosaédrique est 
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formée de 180 copies de VP1 disposées en 90 dimères [75]. La traduction de l’ORF3 est 
réalisée par un mécanisme de terminaison-réinitiation puisque les ARN subgénomiques sont 
polycistroniques [76]. Après avoir entièrement traduit l’ORF2, les ribosomes restent parfois 
liés à l’ARN et commencent la traduction de l’ORF3 car le codon STOP de l’ORF2 
chevauche le codon d’initiation de l’ORF3. Le codon d'initiation pour la traduction de l'ORF4 
est positionné 13 bases en aval du début de l’ORF2 et peut être initiée par un mécanisme de 
décalage du cadre de lecture appelé « leaky scanning » [46]. 
 
4-4. Réplication génomique 
Le complexe de réplication permet la réplication de l’ARN. Ce complexe est formé de 
dérivés membranaires auxquels se fixent les protéines virales non structurales dont la 
polymérase et structurales, VP1 et VP2, ainsi que des molécules d’ARN double-brin 
synthétisées à partir de l’ARN génomique [63]. Le complexe de réplication du MNV est 
juxtaposé avec le centre de l'organisation des microtubules dans la région péri-nucléaire, ainsi, 
le MNV pourrait utiliser le réseau cytosquelettique de la cellule pour organiser sa réplication 
[77]. Les membranes de l'hôte qui composent la plateforme du complexe de réplication du 
MNV sont des dérivées du réticulum endoplasmique, de l’appareil de Golgi et des endosomes 
de la cellule hôte [49]. Ces réarrangements membranaire sont probablement conduits par les 
protéines NS1/2 et NS4 [50]. 
Chez tous les virus à ARN à polarité positive, la réplication du génome est réalisée par 
l'intermédiaire de la synthèse d’un brin complémentaire de polarité négative via la polymérase 
virale. Ce brin complémentaire sert alors de matrice et initie la synthèse des ARNs 
génomiques et subgénomiques de polarité positive [63]. 
 
4-5. Assemblage et sortie du virus 
Les processus à l'origine de l'assemblage viral, l’encapsidation et la sortie des 
Norovirus sont méconnus et il n’existe pas d'étude directe sur l’assemblage et la libération des 
virions pour compléter le cycle de vie du virus.  
La capacité des protéines VP1 à s'auto-assembler en virus-like particles (VPL) suggère 
qu'elles peuvent être suffisantes pour entraîner l'assemblage de la capside au cours de la 
réplication virale, bien que l'implication des protéines cellulaires ne puisse être exclue [78]. 
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Alors que la protéine VP2 ne semble pas nécessaire pour l'assemblage de VLP, elle pourrait 
favoriser la stabilité de la protéine VP1 qui est essentielle pour la production de virions [78, 
79]. La protéine VP2 pourrait être impliquée dans l'encapsidation via une interaction avec 
l'ARN viral [79, 80]. 
Une stratégie de sortie adoptée par les Calicivirus implique l'induction de l'apoptose 
[81]. Il est possible que le Norovirus emploie une stratégie similaire. En effet le phénomène 
d’apoptose serait conséquent à la régulation négative de la survivine, une protéine de la 
cellule hôte inhibitrice de l’apoptose, de plus, une accumulation de cellules épithéliales 
apoptotiques a été observée dans des biopsies intestinales de patients infectés [81–83]. 
L'inhibition de l'apoptose induit une production de MNV réduite, mettant en évidence 
l’importance de l'apoptose dans le cycle de multiplication du Norovirus [82]. 
 
5- Le norovirus murin  
5-1. Généralités 
Le premier norovirus murin, MNV-1, a été isolé en 2003 à partir du cerveau d'une 
souris immunodéprimée déficiente pour des gènes de l’immunité innée (RAG2/STAT1-/-) 
[17]. L’infection par le MNV a entrainé une létalité des souris associée à divers symptômes 
tels que des encéphalites, des inflammations de la paroi des vaisseaux sanguins cérébraux, des 
méningites, hépatites et pneumonies.  
Actuellement, le norovirus murin est considéré comme le meilleur modèle pour étudier 
les norovirus humains. En effet, ce virus murin partage les caractéristiques structurales et 
génomiques des souches humaines. Il se transmet également par voie oro-fécale, se réplique 
dans l’intestin et est excrété dans les fèces [84]. Le MNV possède également une propriété 
essentielle pour résister à l’acidité présente dans l’estomac car il tolère une large gamme de 
pH [85]. En revanche, il existe quelques différences entre les souches murines et humaines : 
par exemple, les molécules d’attachement reconnues sur la cellule hôte par le norovirus murin 
(résidus d’acide sialique) diffèrent des norovirus humains (HBGAs). De plus, la souche 
humaine induit l’apparition de symptômes chez l’Homme alors qu’une infection au norovirus 
murin reste asymptomatique.  
Comme pour le norovirus humain, de nombreuses souches de MNV ont été isolées et 
la diversité biologique parmi ces souches a été rapportée. Les souches MNV-1, CW1, CW3 et 
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WU11, peuvent être éliminées rapidement chez les animaux de type sauvage, tandis que les 
souches CR1, CR3, CR6, CR7 et S99 sont persistantes et retrouvées jusqu’à 35 jours post-
infection dans les fèces [86, 87].  
 
5-2. Le tropisme du norovirus murin 
Les données accumulées au cours des dernières années démontrent que les Norovirus 
ciblent les cellules immunitaires intestinales. En effet, le norovirus murin est capable 
d’infecter les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes B aussi bien in vitro 
que in vivo [88, 89]. Les bactéries entériques augmentent l’infectiosité du virus comme en 
témoignent les titres de virus réduits chez les souris traitées avec un cocktail d'antibiotiques 
éradiquant le microbiote intestinal. Ainsi, les norovirus murins se développant au contact du 
microbiote ont pu évoluer pour exploiter les bactéries entériques afin d'améliorer leur 
infectiosité [90, 91]. Il existe des preuves de propagation extra-intestinale du MNV. Le 
tropisme cellulaire du norovirus murins étant connu pour les macrophages et les cellules 
dendritiques migrateurs [85], il est possible que les norovirus murins diffusent dans 
l’organisme de façon associée aux cellules. Cette hypothèse est étayée par une étude récente 
dans laquelle l’appauvrissement en cellules dendritiques des souris empêche la diffusion des 
norovirus murin dans les ganglions lymphatiques mésentériques [92]. 
 
5-3. Mécanismes immunitaires contrôlant l’infection au norovirus murin. 
Les infections au norovirus murin sont généralement résolues quelques jours après 
l'exposition, ainsi les réponses immunitaires innées jouent un rôle crucial dans le contrôle des 
infections primaires. En effet, des souris dépourvues d’interféron de type I fonctionnel sont 
très sensibles à une infection au MNV [17, 88]. De plus, les interférons de type I empêchent la 
dissémination du MNV dans les tissus périphériques. Les médiateurs impliqués dans 
l’induction d’interféron en réponse à une infection au MNV ont été étudiés. Ces études ont 
mis en évidence que le MDA5 peut détecter l’ARN du norovirus murin [93], les facteur de 
régulation de l’interféron IRF-3 et IRF-7 contribuent au contrôle de la réplication de norovirus 
murin [94] et ISG15 possède une activité antivirale contre les norovirus murins [95]. Aussi, 
un traitement exogène des cellules avec l'interféron de type I ou II peut également bloquer la 
réplication du norovirus murin [96]. L’IFN-α et l'IFN-β empêchent la propagation systémique 
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du norovirus murin mais seul l'IFN-λ permet de contrôler une infection intestinale persistante 
[97].  
De plus, l'IL-10 préviendrait de l'inflammation de la muqueuse et de la perturbation de 
la barrière intestinale au cours des infections aux norovirus murins [98]. La réponse 
inflammatoire à l'infection par le norovirus murin dépendrait du microbiote intestinal, étant 
donné que ce phénomène n’a pas été observé chez des souris axéniques déficientes pour l'IL-
10 [98]. Ces observations suggèrent que les bactéries entériques interagissent avec la réponse 
à l’infection aux norovirus murins. 
Enfin, il est évident que les réponses immunitaires adaptatives, y compris les cellules 
B, les anticorps, les cellules T CD4 + et CD8 + contribuent tous aux contrôles des infections 
aux norovirus murins [99–102]. 
 
5-4. Epidémiologie 
Aujourd’hui, le norovirus murin est le virus le plus répandu dans les animaleries de 
recherche [103]. En Amérique du nord, 22.1% des 12 639 échantillons de sérum de souris 
contenaient des anticorps anti-MNV-1 [104], et des enquêtes sérologiques en Europe ont mis 
en évidence des taux de contamination comparables [105]. Des taux de prévalence similaires 
ont été observés au Japon et en Corée du Sud après une analyse sérologique ou par RT-PCR 
sur des échantillons murins [106–108]. Cependant, l’impact de l'infection au MNV sur les 
résultats des travaux de recherche biomédicale n’a pas été clarifié. 
 
5-5. Influence du MNV dans un modèle animal 
Des études ont montré que les norovirus murin n’ont aucun effet sur certains modèles 
animaux spécifiques. Hensley et al ont mis en évidence qu’une infection par la souche CR6 
du norovirus murin n'induit aucun effet significatif sur l'immunité adaptative au virus de la 
vaccine ou au virus grippal [109]. De même, une infection transitoire au MNV-1 ou 
persistante au MNV-4 ne modifie pas l'inflammation intestinale induite par Salmonella 
typhimurium chez les souris [110]. Dans un autre modèle de maladie inflammatoire de 
l'intestin induite par Helicobacter chez des souris IL-10
-/-
, l'infection au norovirus murin 4 n'a 
pas entrainé de modification de la pathologie [111].   
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Cependant, plusieurs autres études ont suggéré les conséquences potentielles 
d'infections aux norovirus murins. Le MNV n’a pas modifié le gain de poids, la prise 
alimentaire et le métabolisme du glucose dans un modèle d’obésité et d'insulino-résistance 
induit par le régime alimentaire, mais a provoqué des changements subtils dans le tissu 
lymphoïde [112]. L’effet du norovirus murin 4, dans un modèle murin Ldlr KO 
d'athérosclérose s’est avéré être dépendant du moment de l'infection [113, 114]. Lencioni et al 
ont constaté que l'infection au MNV peut accélérer la progression de l’inflammation 
intestinale induite par les bactéries chez les souris Mdr1a
-/-
 mais pas chez les souris Smad3
-/-
 
[115]. Le norovirus murin 1 a également été signalé comme favorisant l'inflammation et la 
mortalité chez les souris surinfectées avec Escherichia coli [116]. La souche MNV-4 a permis 
d’inhiber la réponse cellulaire T CD8 au cytomegalovirus murin (MCMV) aussi bien chez les 
souris BALB/c que C57BL/6. Cependant, la souche MNV-1 n'a pas affecté les titres viraux du 
MCMV chez ces souris [117]. Les souris ATG16L1 (Autophagy-related gene 16-like 1) 
déficientes infectées par la souche CR6 présentaient plusieurs caractéristiques de la maladie 
de Crohn humaine après administration de sulfate dextran sodium, par opposition à des souris 
infectées par la souche CW3 [118]. Récemment, Kernbauer et al ont mis en évidence un effet 
protecteur des souches CR6 et Ski du norovirus murin. En effet, l’administration de ces 
souches a amélioré la survie de souris traitées à un cocktail d’antibiotiques soumises à un 
protocole de colite chimique. De plus, ces auteurs ont montré que l'infection virale par le 
MNV pouvait fournir une protection contre les lésions intestinales induite par Citrobacter 
rodentium [119]. 
Par conséquent, l’analyse de l’ensemble de ces études met en évidence l’importance 
de différentes variables. En effet, les phénotypes observés sont dépendants de la souche de 




Chapitre 2 : Pseudomonas aeruginosa 
1- Caractéristiques microbiologique 
Pseudomonas aeruginosa a été décrit pour la première fois en 1872 par Schroeter et al 
[120]. Initialement appelée Bacterium aeruginosum, cette bactérie est capable de produire un 
pigment bleu hydrosoluble dans le pus et sur des pommes de terres bouillies. L’isolement 
bactérien sera fait 10 ans plus tard, à partir d’une plaie infectée de soldat dont les bandages 
étaient bleu/vert. L’isolement de cette bactérie est attribué à Carle Gessard, qui la nomme 
Bacillus pyocyaneus. Ce nom sera conservé jusqu’aux années 60 [121]. En 1894, Walter 
Migula lui donna le nom de «Pseudomonas aeruginosa», qui est encore en usage aujourd'hui 
D’un point de vue étymologique, le mot est composé du grec pseudo pour « simili », et de 
monas pour « unité » désignant ici les « germes ». Æruginosa signifie “vert-de-gris” en latin, 
et se réfère à la teinte du cuivre oxydé d’un pigment de la bactérie.  
 
Figure 5 : Pseudomonas aeruginosa © Dennis Kunkel/Microscopy, Inc. 
P. aeruginosa est une bactérie appartenant à la famille des Pseudomonadaceae. Le 
genre Pseudomonas regroupe 7 espèces : P. aeruginosa, P. chlororaphis, P. fluorescens, P. 
pertucinogena, P. putida, P. stutzeri et P. syringae.  
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P. aeruginosa est un bacille Gram négatif de 1 à 3µm de long et de 0,5 à 0,8 µm de 
diamètre, mobile grâce à un flagelle polaire à ciliature monotriche qui lui permet de se 
déplacer en milieu liquide. P. aeruginosa est une bactérie aérobie possédant un métabolisme 
oxydatif, utilisant l’oxygène comme accepteur terminal d’électron. Elle peut également 
survivre en anaérobie, en utilisant le nitrate comme accepteur terminal d’électron [122]. Ce 
bacille est mésophile mais est capable de se développer à des températures variant de 4 à 
42°C, avec une croissance optimale à 37°C. P. aeruginosa est également résistant aux 
variations de pH. Bactérie non exigeante, P. aeruginosa peut se développer sur un grand 
nombre de milieux générant des colonies grises avec une teinte verdâtre, lisses, et produisant 
une odeur caractéristique de seringa.  
En 2000, le génome de P. aeruginosa a été entièrement séquencé [123]. Il possède 
l’un des plus grands génomes bactériens, composé de 6,3 mégabases codant 5570 cadres de 
lecture. Le séquençage a permis de mettre en évidence de nombreux gènes impliqués dans des 
systèmes de régulation de la virulence et dans des fonctions métaboliques. Ces systèmes de 
régulation confèrent une grande adaptabilité à cette bactérie. En effet, Pseudomonas 
aeruginosa est ubiquitaire et capable de coloniser de nombreuses niches écologiques. De plus 
cette bactérie possède deux modes de vie distincts. P. aeruginosa est mobile grâce au flagelle 
et aux pili lors d’un mode de vie planctonique, mais perd sa mobilité, adhère à une surface ou 
s'agrège avec d'autres bactéries pour former un biofilm en mode de vie communautaire. 
 
2- Habitat 
Pseudomonas aeruginosa, bactérie ubiquitaire de l’environnement, colonise un habitat 
très vaste. Aquaphile, il est fréquemment isolé des eaux d’origines très diverses (mer, rivière, 
réseaux domestiques…) [124]. P. aeruginosa est un saprophyte de l’environnement retrouvé 
également dans le sol, sur les surfaces inorganiques et les végétaux. Dans la nature, cette 
bactérie est plus fréquemment rencontrée sous forme de biofilms que sous forme 
planctonique. Chez les animaux, ce pathogène opportuniste peut être une bactérie 





3- Les principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa  
La pathogénie de P. aeruginosa est attribuée à la production d’un vaste arsenal de 
facteurs de virulence. Ces facteurs de virulences exprimés à différents niveaux au cours de 
l’infection, permettent à P. aeruginosa de survivre aussi bien dans l’environnement que chez 
différents hôtes. La plupart de ces facteurs de virulence sont sous la dépendance du Quorum 
sensing (QS) et sont exprimés de manière coordonnée. Ils sont impliqués dans les différentes 
étapes du processus d’infection et permettent ainsi à P. aeruginosa de coloniser son hôte.  
 
Figure 6 : Les principaux facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa. La 
pathogénicité de P. aeruginosa est médiée par différents facteurs de virulence. Ces facteurs de 
virulence sont impliqués dans les différentes étapes du processus d’infection et permettent à 
de P. aeruginosa de coloniser son hôte. De plus, certains de ces facteurs de virulence sont 
capables d’activer ou de déjouer le système immunitaire de l’hôte  
 
Lors d’infections aiguës, l’invasion, la dissémination et les lésions tissulaires sont 
prédominantes. Cependant, dans les infections chroniques, en particulier chez les patients 
atteints de mucoviscidose, P. aeruginosa peut aussi s’adapter, en perdant ses particularités les 
plus immunogènes comme les fimbriae et le flagelle. Ainsi en s’isolant des défenses de l’hôte 
et en adhérant à l’épithélium respiratoire en formant des biofilms, il se cache du système 
immunitaire pour éviter son élimination. Dans les infections chroniques, une inflammation 
persistante est maintenue par la sécrétion des facteurs de virulence extracellulaires.  
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De nombreux facteurs de virulence ont été décrits chez P. aeruginosa. Bien 
qu’intimement intriqués, deux groupes sont souvent individualisés : 
- Les facteurs de virulence de la surface cellulaire bactérienne interviennent 
particulièrement lors de l’attachement et la colonisation (pili de type IV, LPS, flagelle…)  
- Les facteurs de virulence secrétés hors de la bactérie provoquent des lésions 
cellulaires ou tissulaires (exotoxine A, élastase, pyocyanine, rhamnolipide…). 
 
3-1. Facteurs de virulence de la surface cellulaire bactérienne 
a. Le flagelle 
Le flagelle est une structure protéique complexe formant un appendice polaire 
filamenteux à la surface de P. aeruginosa. Le flagelle assure la mobilité de la bactérie dans les 
milieux liquides (swimming) et semi-liquides (swarming) et participe à l’adhésion 
bactérienne.  
Les flagelles ont un rôle critique dans la pathogenèse en se liant avec une composante 
commune de la membrane, asialo GM1, permettant ainsi l’attachement et l’adhésion des 
bactéries aux cellules épithéliales. Ces appendices agissent également en tant que premières 
attaches pour faciliter le contact des bactéries aux cellules épithéliales en se liant au 
glycolipide asialo-GM1 situé à la surface de la cellule épithéliale. Ils participent également à 
la virulence et provoquent une réaction inflammatoire dépendante de la voie NF-kB via des 
interactions avec les Toll Like receptor (TLR) TLR5 et TLR2 menant à la production d'IL-8, 
IL-6 et de mucine [126, 127]. Cependant, les flagelles sont également très immunogènes, 
rendant leur présence un handicap pour P. aeruginosa une fois la colonisation établie. P. 
aeruginosa est capable de s’adapter à cette situation en sélectionnant des mutants dépourvus 
de flagelles pour contourner la réponse de l’hôte surtout au cours des infections chroniques 
[128]. Enfin, il joue aussi un rôle important dans les stades précoces du développement du 
biofilm bactérien in vitro [129]. 
 
b. Les pili de type IV 
P. aeruginosa possède des pili, des appendices filamenteux, de plusieurs micromètres 
de long se situant à la surface de la paroi de nombreuses bactéries. Les pili sont d’apparence 
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plus courte et plus fine que le flagelle, et hérissent la surface de la cellule bactérienne. Le 
pilus individuel est constitué d’un polymère d’une protéine appelée piline, dont la constitution 
est différente selon les espèces bactériennes. P. aeruginosa possède des pili de type IV 
constitués d’une hélice à 5 sous unités. Les pili sont également impliqués dans la mobilité et 
l’adhésion bactérienne. 
Le pilus de type IV est la principale adhésine de P. aeruginosa et est responsable de 
l’adhésion aux cellules épithéliales [130]. Les pili de type IV sont impliqués dans les 
mobilités de type “twitching” [131] et de type “swarming”[127]. De plus, ces structures 
interagissent in vitro avec la région glycosylée des glycosphingolipides asialo GM1 et asialo 
GM2, située à la surface des cellules épithéliales pulmonaires [132]. Son expression est 
soumise au contrôle d’un système de régulation de la transcription à deux composants pilS et 
pilR [133]. 
 
c. Facteur d’attachement de type fimbriae (ou Cup) 
Un facteur d’attachement a été plus récemment mis en évidence chez P. aeruginosa. Il 
s’agit de pili de type fimbriae qui sont assemblés par la voie “chaperone/usher/pathway” 
(Cup) [132]. Chez P. aeruginosa, trois systèmes Cup appelés CupA, CupB et CupC ont été 
identifiés [132]. Chez P. aeruginosa, ces facteurs d’attachement sont essentiels pour 
l’adhérence aux surfaces abiotiques et dans la formation du biofilm [132]. 
 
d. Le lipopolysaccharide (LPS) 
Le lipopolysaccharide LPS est un composant majeur de la membrane externe des 
bactéries Gram-négatives. Par conséquent, il contribue grandement à l'intégrité structurale de 
la bactérie, et protège la membrane à certaines attaques de type chimique. Le LPS permet une 
augmentation de la charge négative de la membrane cellulaire et contribue à stabiliser la 
structure globale de la membrane. Il est également impliqué dans la stimulation de la réponse 
inflammatoire et dans les interactions avec les tissus hôtes. La molécule de LPS peut être 
divisée en trois parties : 
- le lipide A ou endotoxine, peut être responsable d’une stimulation excessive du 
système immunitaire pouvant entrainer un choc septique et conduire à la mort de l’hôte 
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infecté [134]. Le lipide A est une région hydrophobe permettant l’ancrage de la structure dans 
la membrane externe. 
 – le cœur oligosaccharidique  
– l’antigène O, une région polysaccharidique variable.  
P. aeruginosa est capable de synthétiser deux formes de LPS A et B qui diffèrent par 
la composition de la région polysaccharidique de l’antigène O [135]. Selon que l’antigène O 
est présent ou absent sur le cœur oligosaccharidique, le phénotype est respectivement appelé 
lisse ou rugueux. Le phénotype lisse a été souvent décrit comme plus virulent qu’un 
phénotype rugueux [136]. De plus, le sérum humain est capable de lyser les souches dites 
rugueuses de P. aeruginosa alors que les souches dites lisses sont résistantes au sérum [137]. 




L'alginate est un exopolysaccharide mucoïde chargé négativement et qui est constitué 
de polymères d’acides L-guluronique (G) et D-mannuronique (M) liés entre eux par des 
liaisons β-1,4. Cette molécule subit quelques modifications durant son transfert périplasmique 
telles qu’une acétylation et une épimérisation [138]. Le polymère s’organise de trois façons 
possibles : soit en une succession de blocs d’homopolymères, (MMM) ou (GGG), ou bien en 
bloc d’hétéropolymères (MGMG). L’alginate, comme le LPS, fonctionne comme une 
adhésine, permettant l’ancrage de P. aeruginosa à l'épithélium respiratoire. La transcription 
du gène algD est contrôlée par un système de régulation à deux composants, constitué de la 
protéine « sensor », AlgQ et de la protéine régulatrice AlgR1 [139]. La synthèse de l’alginate 
répond à certains facteurs environnementaux rencontrés notamment chez les patients atteints 
de mucoviscidose. Ces patients présentent une réponse inflammatoire chronique conduisant à 
une augmentation de la synthèse d’alginate menant à la conversion de P. aeruginosa en un 
phénotype mucoïde [140]. Au cours des infections à P. aeruginosa, ce phénotype mucoïde est 
communément trouvé au niveau des voies respiratoires des malades de mucoviscidose. 
Lorsque l’alginate est surexprimé, il protège P. aeruginosa de la phagocytose, des 
antibiotiques et atténue même la réponse de l'hôte [141, 142]. Bien que l'alginate ait été 
largement étudié et impliqué dans l'architecture du biofilm de P. aeruginosa dans la 
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mucoviscidose, il a été récemment montré qu’il n’est pas crucial pour le développement du 
biofilm [143].  
 
f. Les lectines solubles  
Deux lectines solubles ont été identifiées chez P. aeruginosa. La première, PA-IL (ou 
LecA), d’une taille de 12,7 kDa, montre une spécificité pour le galactose, et la deuxième, PA-
IIL (ou LecB) d’une taille de 11,7 kDa, montre une très forte affinité pour le fucose [144, 
145]. LecA se lie aux résidus α-galactosyl présents sur les glycosphingolipides dans les 
membranes des cellules épithéliales du poumon [146, 147], alors que LecB se lie à plusieurs 
épitopes fucosylés ou mannosylés mais présente une plus grande affinité pour le Lewis A 
[148, 149]. Ces deux protéines sont principalement présentes dans le cytoplasme de la 
bactérie mais ont également été trouvées sur la membrane externe même si aucun mécanisme 
de sécrétion n’a été identifié [150, 151]. Au niveau de la pathogénèse, les lectines sont 
susceptibles d'être impliquées dans l'adhésion des bactéries aux cellules [152]. LecA est 
impliquée dans l'internalisation de P. aeruginosa dans des cellules hôtes. Cytotoxique, LecA 
est capable d'endommager l'épithélium de l’appareil respiratoire et du tractus-gastro-
intestinale [153, 154]. LecB n’est pas directement cytotoxique mais peut affecter in vitro la 
fréquence des battements ciliaires des cellules épithéliales des voies respiratoires [155]. 
Récemment, des molécules capables d’adhérer aux lectines, appelées glycocluster, ont été 
administrées dans un modèle murin d’infection pulmonaire aiguë à Pseudomonas aeruginosa, 
et ont fourni une protection presque complète [156]. Par conséquent, ces deux lectines 
possèdent des caractéristiques spécifiques qui leur permettent d’être décrites comme des 
facteurs de virulence. 
 
3-2. Facteurs de virulence secrétés 
a. La pyocyanine 
La pyocyanine est un pigment bleu métabolisé par P. aeruginosa et responsable de la 
couleur bleue du pus en cas d’infection. La pyocyanine a été impliquée dans de nombreux 
mécanismes pathogènes telles que l'augmentation de l'IL-8 [157, 158], elle réprime la réponse 
immunitaire de l’hôte [159] et induit l'apoptose des neutrophiles [159]. Dans des modèles 
murin d'infection pulmonaire aiguë et chronique, la pyocyanine s’est avérée être essentielle 
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pour la virulence de P. aeruginosa. En effet, l'instillation de pyocyanine provoque un afflux 
de neutrophiles dans les poumons [160]. Plusieurs études ont mis en évidence les propriétés 
oxydoréductrices de la pyocyanine. Ce pigment est capable d’oxyder le glutathion et 
d’inactiver la catalase dans les cellules épithéliales respiratoires et les cellules endothéliales 
[161, 162]. La pyocyanine participe ainsi au stress oxydatif qui peut être responsable d’une 
lésion parenchymateuse pulmonaire [161, 162]. Enfin, il a été démontré que la pyocyanine 
inactive l’ATPase vacuolaire et le transport mitochondrial pouvant altérer les canaux 
chlorures au cours de la mucoviscidose [163].  
 
b. La pyoverdine  
La pyoverdine est un sidérophore, un récepteur soluble capable de chélater le fer de 
l'environnement nécessaire au métabolisme de P. aeruginosa. La pyoverdine joue également 
un rôle dans la virulence de P. aeruginosa [164, 165] en régulant la sécrétion d'autres facteurs 
de virulence, tel que l'exotoxine A, une exoprotéase PrpL et sa propre sécrétion [166]. 
 
c. La protéase alcaline  
La protéase alcaline est une protéase dégradant la fibrine et secrétée au moyen d'un 
système de sécrétion de type I de P. aeruginosa [167]. Ce facteur de virulence est impliqué 
dans les infections cornéennes comme pour la plupart des protéases de P. aeruginosa [167]. 
De plus, la protéase alcaline est fortement impliquée dans la pathogenèse des pneumopathies 
aiguës [168]. En effet, il a été montré l’existence d’une formation intra-alvéolaire massive et 
précoce de fibrine lors d’une lésion pulmonaire aiguë et que l'inhibition de cette formation 
initiale de fibrine via la protéase alcaline de P. aeruginosa est nocive dans un modèle murin 
[169]. 
 
d. La protéase IV 
D'autres protéases sont sécrétées par P. aeruginosa comme la protéase IV. Cette 
protéase a un rôle pathogène connu dans les kératites [170] et il a été établi que la protéase IV 
est également impliquée dans la pathogenèse des infections respiratoires en dégradant des 




L’activité élastolytique de P. aeruginosa est médiée par l’action combinée de deux 
enzymes protéolytiques, LasA et LasB codées respectivement par les gènes lasA et lasB [172–
175]. LasR est un activateur transcriptionnel de lasA et de lasB [176] et RhlR est également 
un activateur transcriptionnel de lasB. L’élastase LasA agit en synergie avec LasB 
augmentant ainsi le pouvoir de dégradation. LasA coupe l’élastine, et la rend ainsi plus 
accessible à l’action d’autres protéases comme LasB [174]. L’élastase LasB ou pseudolysine 
est une métalloprotéase à zinc qui a une activité protéolytique très importante. L'élastase a un 
rôle dans la pathogenèse des infections respiratoires à P. aeruginosa par la dégradation de 
l'épithélium respiratoire et la destruction des jonctions serrées, ce qui augmente la 
perméabilité épithéliale et facilite le recrutement des neutrophiles [177–179]. L’élastase a 
également été décrite comme étant pro-inflammatoire et augmente les niveaux d'IL-8 chez le 
rat [180]. L'élastase de P. aeruginosa peut également diminuer la réponse immunitaire de 
l'hôte en clivant des protéines A et D du surfactant du tractus respiratoire [181], les IgA et les 
IgG [182], des composants du complément (C1q et C3) [183, 184], l’interféron gamma et le 
TNF-α [185]. 
 
f. Les phospholipases C 
Les phospholipases ou hémolytique phospholipase C sont des enzymes thermolabiles 
d’environ 80 kDa contenant des ions zinc nécessaires à son activité enzymatique [186]. La 
phospholipase C est sécrétée dans l’espace extracellulaire via le système de sécrétion de type 
II de P. aeruginosa. Il existe quatre types de phospholipase C chez P. aeruginosa, trois 
d’entre elles ont un rôle dans le métabolisme lipidique de la bactérie [187]. La phospholipase 
C a pour principal substrat des phospholipides, un constituant majeur du surfactant 
pulmonaire, et est impliquée dans l’inflammation [188] et la pathogénèse des pneumonies en 
dégradant les phospholipides de la membrane des cellules de l’hôte [189].  
 
g. L’exotoxine A 
L’exotoxine A (ExoA) est le composé protéique le plus toxique produit par P. 
aeruginosa avec une dose létale 50% (DL50) de 0,2 mg chez la souris [190]. L’exotoxine A 
sous la forme d’une pro-toxine inactive de 71 kDa est sécrétée dans l'espace extracellulaire 
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via un système de sécrétion de type II. Comme la toxine diphtérique, l’exotoxine A est 
composée de deux domaines : le domaine A (26 kDa) qui possède une activité mono-ADP-
ribosyltranférase qui inhibe la synthèse protéique des cellules hôtes en agissant sur le facteur 
EF-2 des cellules eucaryotes [191, 192] et le domaine B (45 kDa) qui interagit spécifiquement 
avec le récepteur présent à la surface de la cellule hôte permettant ainsi la translocation dans 
la cellule cible [193, 194]. ExoA a un rôle majeur dans la virulence de P. aeruginosa, un 
mutant déficient ExoA étant 20 fois moins virulent que la souche sauvage chez la souris 
[195]. 
 
h. Les rhamnolipides 
Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires amphiphiles. Ils ont un 
pouvoir détergent sur les phospholipides du surfactant pulmonaire [187, 196] et contribuent à 
l’invasion du tissu pulmonaire par P. aeruginosa [197]. Il a été décrit que les rhamnolipides 
perturbent le transport mucociliaire et les mouvements ciliaires de l’épithélium respiratoire 
humain [198]. De plus, les rhamnolipides inhibent la phagocytose [199]. Enfin, les 
rhamnolipides sont impliqués dans la mobilité de type “swarming” [200] et la formation de 
biofilms [201]. 
 
3-3. Le système de sécrétion de type III et ses toxines 
Le système de sécrétion de Type III est un complexe multi-protéique dont la synthèse 
et la régulation sont contrôlées par 36 gènes répartis sur 5 opérons [202]. La structure du 
système de sécrétion de type III (SSTT) de P. aeruginosa s’apparente à une « aiguille » ayant 
une base transmembranaire surmontée d’un filament extra-membranaire. Cette structure 
permet de former un pore dans la membrane de la cellule eucaryote et d’y injecter directement 
des protéines effectrices de la bactérie dans le cytoplasme de la cellule eucaryote [202]. Le 
complexe à lui seul pourrait être toxique pour les cellules en activant l’inflammasome [203].  
Quatre toxines sont aujourd’hui décrites pour être sécrétées via le système de sécrétion 
de type III de P. aeruginosa. Les toxines ExoU, ExoS, ExoT et ExoY sont exprimées de façon 





a. L’exoenzyme S 
L’exoenzyme S (ExoS) est une cytotoxine bifonctionnelle de 49 kDa principalement 
transloquée dans le cytoplasme de la cellule eucaryote cible mais également sécrétée dans le 
milieu extracellulaire [204]. ExoS possède deux domaines aux activités distinctes, en C-
terminale une ADP- ribosyltransférase [205] et en N-terminale une GTPase-activating 
protéine (GAP) [206]. Les activités GAP et principalement ADP- ribosyltransférase d’ExoS 
vont entrainer une perturbation de l’organisation normale du cytosquelette de la cellule cible 
[207]. De plus, l’expression du domaine ADP-ribosyltransférase inhibe l’internalisation de P. 
aeruginosa par les cellules épithéliales et les macrophages [207]. 
 
b. L’exoenzyme T 
L’exoenzyme T (ExoT) est une protéine bifonctionnelle de 53 kDa. Comme ExoS, 
ExoT possède des domaines d’activité ADP-ribosyltranferase et GAP. ExoT a des effets 
similaires mais plus réduit qu’ExoS sur le cytosquelette eucaryote [208]. Bien que considérée 
comme une cytotoxine mineure [207], il a été montré que l’exoenzyme T inhibe à la fois 
l’internalisation de P. aeruginosa et la cicatrisation des plaies [209, 210]. Étonnamment, 
ExoT est décrit pour diminuer la cytotoxicité induite par ExoU [211].  
 
c. L’exoenzyme U 
L’exoenzyme U (ExoU) est une puissante phospholipase de 74 kDa comprenant un 
domaine de liaison à la protéine chaperonne, et un domaine patatin-like codant pour une 
phospholipase A2. L’activité phospholipase A2 possède une large spécificité de substrats 
incluant des phospholipides et des lysophospholides entraînant une mort nécrotique des 
cellules eucaryotes [212]. L’ExoU possède une activité phospholipase et lysophospholipase 
dégradant la membrane cellulaire une fois transloquée dans le cytosol [213]. In vitro, la 
cytotoxicité d’ExoU s’exerce à la fois sur les cellules phagocytaires professionnelles comme 
sur les cellules épithéliales ou endothéliales [214]. L’ExoU dégrade l’un des principaux 
composants du surfactant pulmonaire, le dipalmitoyl phosphatidylcholine, contribuant ainsi à 
la translocation pulmonaire, des souches bactériennes exprimant l’ExoU [215]. In vivo, 
l’expression d’ExoU accroît la virulence de P. aeruginosa des modèle d’infections 
respiratoires aiguës chez la souris [207, 214–216]. 
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d. L’exoenzyme Y 
L’exoenzyme Y (ExoY) est une adénylate cyclase de 48 kDa [217]. L’injection intra-
cytoplasmique d’ExoY dans la cellule cible conduit à une augmentation du niveau 
intracellulaire d’AMPc, induisant la rétractation et l’arrondissement de la cellule cible [218, 
219]. Cette activité engendre la formation de lésions intercellulaires et aboutit à une 
destruction des cellules endothéliales pulmonaires [220].  
 
3-4. Le Quorum sensing 
Le Quorum sensing est un système de communication entre les bactéries leur 
permettant de coordonner leur comportement vis-à-vis d’un environnement spécifique. Cette 
communication repose sur de petites molécules, les acyl homosérine lactones (AHL), qui 
diffusent librement à travers les membranes bactériennes. Quand une certaine densité 
bactérienne ou «quorum» est atteinte, ces molécules atteignent une concentration seuil 
permettant l’induction ou la répression coordonnée de l’expression de nombreux gènes de 
survie, de facteurs de virulence et de la formation de biofilm. Parmi les gènes régulés se 
trouvent très souvent ceux nécessaires à la synthèse des molécules diffusibles, d’où leur nom 
de composés auto-inducteurs. 
Actuellement, trois systèmes de QS de P. aeruginosa sont connus. Le premier système 
de QS découvert est le système las, nommé ainsi car il régule en particulier l’expression de 
l’élastase LasB. Une enzyme codée par LasI. intervient dans la synthèse d’une AHL, le N-(3-
oxododécanoyl)-L-homosérine lactone (3-oxo-C12-HSL) [221]. Lorsque la concentration de 
3-oxo-C12 atteint un seuil critique, une molécule de 3-oxo-C12-HSL se lie à deux protéines 
LasR, codée par le gène lasR [222]. De façon synchrone au sein de la population, le complexe 
ainsi formé agit comme activateur transcriptionnel de nombreux gènes (lasA, lasB…). 
Le deuxième système de QS découvert chez P. aeruginosa, est nommé rhl car il régule 
en particulier la production de rhamnolipides. La production de N-butanoyl-L-homosérine 
lactone (C4-HSL) se fait sous la dépendance d’une enzyme codée par RhlI. Lorsque la 
concentration de C4-HSL atteint un niveau critique, deux protéines RhlR, codée par le gène 
rhlR, se lient à cette molécule formant un complexe activateur de la transcription de plusieurs 
gènes (lasA, lasB, aprA, rhlI…).  
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Le troisième système de QS a été découvert en 1999 [223]. Connu sous le nom de 
PQS (Pseudomonas quinolone signal), ce système de QS est basé sur la production de 2-
heptyl-3-hydroxy-4-quinolone. Cependant, les 4-quinolone sont connus depuis les années 
1940 et étudiés en raison de leurs effets antibactériens [224, 225].  
Le PQS est synthétisé à partir de l'anthranilate et d'un acide α-céto-gras par les 
produits des gènes de la biosynthèse PQS pqsABCD [226, 227]. Ceux-ci synthétisent la 
molécule précurseur, le 2-heptyl-4 (1H) -quinolone (HHQ), qui est finalement converti en 
PQS par PqsH. Lorsqu’un certain seuil de concentration de PQS dans le milieu extracellulaire 
est atteint, cette molécule se lie à son récepteur apparenté, PqsR. Le complexe résultant active 
l'expression des opérons pqsABCDE et phnAB augmentant la production de PQS et de 
pyocyanine [228–230]. L'augmentation de la production de PQS résultant de la liaison du 
complexe PQS-PqsR à la région du promoteur pqsA constitue un mécanisme d'auto-induction 
similaire à celui observé dans le système de Quorum sensing de type AHL [231]. La synthèse 
et l’activité biologique du PQS seraient indépendantes de la densité bactérienne [232] mais 
sous la dépendance des systèmes Las et Rhl [223]. En effet, la transcription des gènes 
nécessaire à la synthèse du PQS est régulée positivement par LasR et négativement par le 
système Rhl [233].  
Ces trois systèmes de communication sont inter-régulés. Ainsi, le système Las est 
capable d’activer le système Rhl et le PQS. Le PQS active également le système Rhl de façon 
dépendante et indépendante du système Las. Enfin, le système Rhl inhibe le PQS [234]. Le 
QS régule l'expression de plus d’une centaine de gènes codant pour de nombreux facteurs de 
virulence. 
 
Figure 7 : Le Quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa. Trois systèmes de quorum 
sensing chez P. aeruginosa régulent l'architecture d'un biofilm et un grand nombre de 
déterminants de la virulence. La régulation croisée des trois systèmes fournit un niveau 
supplémentaire de complexité.  
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La capacité de P. aeruginosa à coordonner la régulation à la hausse des gènes de 
virulence à l’ensemble de sa population constitue un avantage. En effet, de nombreuses études 
ont mis en évidence, chez différents modèles animaux, une diminution de la pathogénicité des 
souches QS déficiente par rapport à des souches sauvages [235–237]. De plus, plusieurs 
études ont montré que l'autoinducteur N- (3-oxododécanoyl) -L-homosérine-lactone est un 
immunomodulateur et peut réprimer la réponse de l'hôte [238, 239].  
 
4- En pathologie  
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste capable d’infecter un très large 
éventail d’hôtes (plantes [240, 241], amibes [242], insectes [191] et mammifères [243]). 
Malgré une grande adaptabilité et de nombreux facteurs de virulence, Pseudomonas 
aeruginosa établi rarement une infection sans un défaut sous-jacent de la barrière mécanique 
ou de l'immunité de l’hôte. 
Les grands brulés présentent une perte importante de l’intégrité de la barrière 
épithéliale et l’environnement hospitalier abrite des souches de P. aeruginosa multi-résistante 
pouvant être source d’infection [244] et est ainsi associé à une importante morbi-mortalité 
[245]. 
L’immunodépression est un facteur favorisant l’infection à P. aeruginosa. Les 
individus neutropéniques, en chimiothérapie [246, 247], atteints du SIDA [248] sont plus 
sensible à une infection à ce pathogène opportuniste. 
Pseudomonas aeruginosa peut coloniser une grande variété de tissus. Les infections 
oculaires à P. aeruginosa impliquent aussi la cornée (kératite) [249], pouvant aboutir à 
l’endophtalmie [250]. Les traumatismes permettant le passage des bactéries sont associés aux 
lentilles de contact [251]. P. aeruginosa peut engendrer couramment des otites [252], 
infections urinaires [253] ainsi que plus rarement des méningites [254], endocardites [254] et 
ostéomyélites [255].  
P. aeruginosa est souvent isolé des voies respiratoires de patients intubés-ventilés en 
réanimation et des patients qui souffrent de maladies chroniques respiratoires comme la 
mucoviscidose ou de la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO). L’infection à 
P. aeruginosa est une des principales causes de décès chez ces patients en entrainant un déclin 
accéléré de la fonction pulmonaire [256].  
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Du fait de sa grande adaptation, P. aeruginosa est fréquemment retrouvé en milieu 
hospitalier (colonisation des robinets et des surfaces, résistance aux antibiotiques et aux 
antiseptiques). Par conséquent, après Staphylococcus aureus et Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa est le 3ème pathogène responsable de maladies nosocomiales (en 
France, en 2012, 8,4% des infections nosocomiales). Elle représente par exemple 18,1% des 
infections pulmonaires, 6,9% des infections urinaires et 44,1% des infections de la peau et des 
tissus mous en milieu hospitalier (Rapport de l’Institut National de Veille Sanitaire 2012). 
Cliniquement, les infections à P. aeruginosa sont souvent classées comme étant 
« aiguë » ou « chronique » bien que la distinction ne soit pas toujours claire. Selon les 
facteurs de virulence exprimés par P. aeruginosa et l’efficacité de la réponse immunitaire de 
l’hôte, l’infection peut transiter entre aiguës et chroniques [257, 258]. 
P. aeruginosa est capable de provoquer des infections aiguës, celles-ci sont 
généralement associées au mode de vie de P. aeruginosa dit « planctonique » en opposition 
au mode de vie en biofilm. La bactérie est virulente via une forte augmentation de 
l’expression des facteurs de virulence (flagelle, protéase, exotoxine A…). Le système de 
sécrétion de type III est largement impliqué et permet une importante sécrétion d’endotoxine. 
Les produits bactériens (protéases, toxines…) sont à l’origine de dommages tissulaires et 
induisent une forte réponse inflammatoire.  
Les infections chroniques peuvent être définies comme des infections persistantes, la 
bactérie est fréquemment non invasive et non cytotoxique, les facteurs de virulence étant 
faiblement exprimés. Ainsi, la bactérie perd ses facteurs les plus immunogène tels que les pili 
et le flagelle afin d’échapper au système immunitaire de l’hôte. La bactérie sous forme de 
biofilm est également protégée des mécanismes de défense de l’hôte [259]. L’élimination du 




Chapitre 3 : Immunité innée dans une infection pulmonaire à 
Pseudomonas aeruginosa 
Le tractus respiratoire est en permanence exposé à des particules et micro-organismes 
présents dans l’air inhalé. Les infections respiratoires sont peu fréquentes chez l’individu sain 
témoignant de mécanismes de défenses efficaces. Cependant, ceux-ci peuvent être mis en 
défaut ou inadaptés prodiguant un avantage au pathogène et l’émergence d’une infection. La 
réponse immunitaire de l’hôte face à une infection pulmonaire à Pseudomonas aeruginosa est 
complexe, néanmoins, trois mécanismes principaux sont impliqués dans la réponse 
immunitaire de l’hôte à l’infection respiratoire à P. aeruginosa. 
  
- Les mécanismes de défense mécanique permettent de piéger les pathogènes dans le 
mucus et de les rejeter via "l’escalator ou ascenseur muco-ciliaire".  
- Les mécanismes de défense de l'épithélium ont un rôle important dans la mise en 
place de la réponse immunitaire cellulaire via la sécrétion de cytokines et de chimiokines  
- Les mécanismes de défenses cellulaires comprennent la réponse immunitaire innée 
(macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques) et la réponse immunitaire adaptative via 
les lymphocytes  
 
Lors de l'infection, les différents acteurs de l'immunité interagissent ensemble par la 
sécrétion de cytokines et de chimiokines afin d’adapter la meilleure réponse dans le but 
d'éliminer les pathogènes. 
 
1- Mécanismes de défenses mécaniques 
Les plus grosses particules inhalées, de plus de 50 microns, sont interceptées au niveau 
des voies aériennes supérieures, stoppées par des barrières anatomiques telles que l’épiglotte 
et sont éliminées via la toux et l’éternuement. Néanmoins les bactéries et virus d’un diamètre 
inférieur à 10µm vont passer à travers le filtre naso-pharyngé et se retrouver au niveau des 
muqueuses respiratoires. La surface de la muqueuse est une barrière physique imperméables 
aux pathogènes. Elle est composée de cellules étroitement juxtaposées et polarisées qui 
forment une barrière naturelle contre les pathogènes. Les cellules épithéliales sont constituées 
d'une région apicale à l'interface avec le milieu extracellulaire et d'une région basolatérale. 
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Les jonctions serrées définissent la frontière entre partie apicale et basolatérale et assurent 
l’étanchéité et le maintien d’un gradient de liquide et d’électrolytes de la barrière cellulaire.  
Les cellules épithéliales sécrètent du mucus, un matériel polysaccharidique, qui permet 
de tapisser les voies aériennes sur lesquelles vont adhérer les particules inhalées 
(microorganismes, polluant, tabac …). Ces particules sont ensuite transportées activement via 
"l’escalator muco-ciliaire" par le battement des 200 cils situés dans la région apicale des 
cellules épithéliales ciliées, vers le carrefour oro-pharyngé où elles sont dégluties. De manière 
significative, la perturbation dans ce processus tels que les syndromes de cils immobiles peut 
conduire à une infection bactérienne chronique des voies respiratoires inférieures [260]. 
Les particules de moins de 5 µm de diamètre peuvent atteindre les alvéoles. À ce 
niveau, les macrophages et de nombreuses molécules à activité antimicrobienne ont un rôle 
important dans l'exclusion des microorganismes. Le liquide de surface des voies aériennes a 
une action dans la clairance bactérienne grâce aux molécules à action antibiotique qu’il 
contient. Des études révèlent un rôle important des facteurs de l'activation du complément 
C3a et C5a dans le contrôle de P. aeruginosa dans un modèle murin de pneumonie [261, 
262]. L’opsonisation des bactéries facilite sa reconnaissance par le système immunitaire et 
conduit à la formation du complexe d’attaque membranaire. Le mucus contient également des 
défensines, des peptides cationiques courts, qui ont une activité antimicrobienne via la 
perméabilisation des membranes [263]. 
 
2- La reconnaissance de P. aeruginosa dans les voies respiratoires: le 
rôle des pattern recognition receptors 
L'immunité innée est la première ligne de défense une fois que les barrières 
mécaniques, membrane épithéliale ou endothéliale, ont été enfreintes. Le système immunitaire 
inné peut être décrit comme un mécanisme effecteur qui empêche l'infection sans exposition 
préalable immunologique au pathogène. 
Plusieurs structures microbiennes conservées, appelés motifs moléculaires associés 
aux pathogènes (PAMPs), ont été impliquées dans l'activation de la réponse immunitaire 
innée de hôte à P. aeruginosa. Les PAMPs sont détectées par des récepteurs de l’immunité 
innée appelés «  pattern recognition receptors » (PRRs) qui comprennent les Toll-like receptor 
(TLR) située à la surface cellulaire et endosomale, et les Nods-like receptors (NLR), 
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récepteurs cytosoliques. MyD88 est une molécule adaptatrice pour presque tous les TLR, 
ainsi MyD88 possède un rôle important dans le contrôle de l’infection  pulmonaire à P. 
aeruginosa [264, 265].  
De nombreuses études ont été réalisées sur le rôle essentiel des TLR dans la réponse 
anti-infectieuse pulmonaire. Le TLR2 reconnait le peptidoglycane, un des constituants 
principaux des membranes bactériennes, et son rôle est important dans les infections 
bactériennes extracellulaires [266]. Les TLR4 et les TLR5 reconnaissent respectivement le 
LPS et la flagelline et peuvent initier la réponse immunitaire contre une infection à P. 
aeruginosa [266–269]. D'autres TLR exprimés par l'épithélium pulmonaire et les 
macrophages alvéolaires, tels que le TLR9, mais ne semblent pas intervenir dans la 
reconnaissance de P. aeruginosa dans le poumon. 
Les Nods like receptors ont plus récemment été découverts. NOD-1, abréviation de 
nucleotides domaine d'oligomérisation, est un PRR cytosolique qui se lie à l'acide 
diaminopimélique gamma glutamyle des bactéries Gram-négatives, et est important pour 
l’élimination de bactéries telle que P. aeruginosa [270]. NOD2 est impliqué dans le processus 
de détection intracellulaire du muramyldipeptide (MDP), un dérivé du peptidoglycane de la 
paroi des bactéries à Gram positif et à Gram négatif [271–273], il contribue à la défense 
contre certaines bactéries [274]. Enfin, le NLRC4 humain a pour ligand la protéine de 
l’aiguille PscF tandis que le NLRC4 murin est capable de détecter la flagelline, PscF et PscI et 
semble être impliqué dans la reconnaissance de pathogène intracellulaire [275–277].  
 
3-Les cellules épithéliales: détection et signalisation 
Les cellules épithéliales des voies aériennes répondent à P. aeruginosa d'une manière 
dépendante de MyD88 en produisant des chimiokines et des cytokines tels que KC et IL-6. La 
reconnaissance du LPS et de la flagelline respectivement par le TLR4 et le TLR5 peut être 
suffisante pour déclencher la réponse immunitaire [278]. Les cellules épithéliales sont 
également impliquées, in vivo, dans la réponse immunitaire innée à l'infection pulmonaire à P. 
aeruginosa. 
Sadikot et al ont démontré que la manipulation de l'activité de la voie NF-kB dans les 
cellules épithéliales est suffisante pour modifier la réponse immunitaire innée à P. 
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aeruginosa. En effet, l’inhibition de l'activité de NF-kB chez les souris a montré une clairance 
bactérienne altérée et une diminution du recrutement de neutrophile [279].  
MyD88 est l'adaptateur de la plupart des TLR et de l’IL-1R / IL-18R, conduisant à 
l’activation de la voie NF-kB. Les souris dépourvues de MyD88 sont très susceptibles à 
l'infection à P. aeruginosa, mettant en évidence un recrutement inadéquat des défenses innées 
du poumon [280]. Une autre étude a démontré que l'expression de MyD88 uniquement dans 
les cellules épithéliales des voies aériennes est suffisante pour contrôler l'infection pulmonaire 
à P. aeruginosa [264] 
Les cellules épithéliales participent à la réponse immunitaire innée par la production 
de signaux recrutant et modulant l'activité des leucocytes, mais également en sécrétant des 
produits ayant des activités antimicrobiennes. Les cellules épithéliales alvéolaires produisent 
des protéines du surfactant, membres de la famille des collectines qui jouent un rôle dans la 
défense innée de l'hôte contre les agents pathogènes bactériens et viraux. En effet, des souris 
déficientes en protéine du surfactant présentent une clairance de P. aeruginosa réduite [281, 
282]  
 
4- P .aeruginosa reconnu par l’inflammasome 
L’inflammasome est un complexe intracellulaire macromoléculaire permettant la 
détection de PAMPs et de DAMPs (Damage associated molecular pattern molecules) [283]. 
L’inflammasome joue un rôle important dans l’initiation de la réponse immunitaire via 
l’activation de la caspase-1 [284]. Bien que de nombreux NLR soient capables de cliver la 
pro-caspase-1 en sa forme active la caspase-1, lors d’une infection à P. aeruginosa l'activation 
de la caspase-1 nécessite l’intervention du NLRC4. Une fois la caspase-1 activée, elle permet 
la maturation par clivage de la pro-IL-1β et de la pro-IL-8 en IL-1β et IL-8 mature et 
biologiquement actives. In vivo, l'activation de la caspase-1 et le signal dépendant de l'IL-1 
récepteur sont nécessaires pour le recrutement rapide de neutrophiles sur le site de l'infection 





5- Les cellules de l’immunité innée: rôles dans la reconnaissance et la 
clairance de P. aeruginosa  
5.1 Granulocytes neutrophiles 
Une infection pulmonaire à P. aeruginosa conduit, dès les premières heures, à un 
recrutement massif de neutrophiles au site de l’infection Les neutrophiles représentent entre 
50 et 70% des leucocytes circulants et jouent un rôle primordial dans les infections 
pulmonaires aiguës à P. aeruginosa grâce à un arsenal permettant la neutralisation et 
l’élimination du pathogène. Il a clairement été démontré que des souris neutropéniques étaient 
extrêmement sensibles à ce pathogène. En effet, des souris rendues neutropéniques par 
traitement à la cyclophosphamide ou administration d’anticorps monoclonaux anti-Ly6, sont 
sensibles à de très faibles inocula, 10 à 100 UFC/souris de différentes souches de P. 
aeruginosa [247]. De plus, dans un modèle de pneumonie chez des souris 
immunocompétentes, l’élimination de P. aeruginosa par les granulocytes semble être 
saturable conduisant à une augmentation de la charge pulmonaire bactérienne en cas 
d’inoculum administré augmenté [286]. Par conséquent, deux facteurs sont déterminants pour 
l’évolution de l’infection pulmonaire à P. aeruginosa, la capacité de recruter rapidement un 
nombre suffisant de neutrophiles et la capacité de ces neutrophiles à éliminer le pathogène. 
Cependant, le recrutement et l’activité des granulocytes peuvent être influencés par l’hôte 
ainsi que des facteurs bactériens [287, 288]. 
En effet, différents mécanismes développés par P. aeruginosa peuvent entrainer la 
mort des neutrophiles. Le pathogène peut injecter des exotoxines dans les granulocyte via son 
T3SS ce qui induit la mort de la cellules par destruction du cytosquelette [289]. Il a également 
été démontré que le 3-oxo-C12-HSL et la pyocyanine ont la capacité d'induire l'apoptose des 
granulocytes [159, 290]. 
 
a- Le chimiotactisme 
Au niveau du site de l'infection, les signaux inflammatoires sont nombreux. Le LPS ou 
autres dérivés issus des bactéries et les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-α, l'IL-
1β et l'IL-17 favorisent la production et l'expression de molécules d'adhésion du côté luminal 
des cellules endothéliales (les P-sélectines, E-sélectines et les ICAM (InterCellular Adhesion 
Molecule)). De plus, il a été montré que l'IL-17, en synergie avec le TNF-α, accroît la 
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production par les cellules endothéliales de chimiokines telles que CXCL1, CXCL2 et 
CXCL5 qui se fixent au récepteur CXCR2 des neutrophiles [291]. Les neutrophiles expriment 
constitutivement à leur surface la PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) et la L-
sélectine permettant leur liaison avec les P et E-sélectines de l'endothélium [292]. Les 
neutrophiles étant en contact de chimioattractants tels que des produits bactériens et des 
produits inflammatoires issus de l'hôte entament une phase de « rolling » le long de 
l'endothélium. Après activation, les intégrines se lient à l'endothélium grâce aux récepteurs 
ICAM entraînant une adhésion ferme des neutrophiles. Afin de traverser la couche cellulaire 
endothéliale et guidés par un gradient de concentration de chimioattractants, les neutrophiles 
réorganisent leur cytosquelette [293]. Cette phase est appelée diapédèse. De, plus, beaucoup 
de molécules chimioattractantes ont un effet de « priming » sur les neutrophiles. Le "priming" 
permet une réponse rapide et efficace pour éliminer les pathogènes, mais peut entraîner la 
production d'une grande quantité de formes réactives de l'oxygène (FRO) et donc causer des 
dommages aux tissus environnants [294, 295]. Une fois sur le site d'inflammation, les 
neutrophiles sont activés et peuvent détruire les pathogènes 
Le recrutement de neutrophiles dans les poumons lors d’une infection à P. aeruginosa 
peut être significativement inhibé via l’administration d'un anticorps monoclonal anti-CXCR2 
qui inhibe la liaison des ligands de chimiokines tels que de MIP-2 et KC. Les souris traitées 
par l’anticorps anti-CXCR2 ont montré une diminution de la survie ainsi qu’une augmentation 
de la charge bactérienne dans un modèle de pneumonie aiguë à P. aeruginosa [296]. La 
principale fonction du recrutement des neutrophiles au site de l’infection est l’élimination du 
pathogène. Pour cela différentes options s’offrent à lui comme la phagocytose et la 
dégranulation. 
 
b- La phagocytose 
La phagocytose est le mécanisme principal pour l’élimination des agents pathogènes et 
des débris cellulaires. Il s’agit d’un processus actif au cours duquel une particule est 
internalisée par la membrane cellulaire dans une vacuole appelée phagosome. La phagocytose 
se découpe en plusieurs étapes : la reconnaissance, l'ingestion, la digestion puis le rejet. La 
mécanistique de l'internalisation est dépendante du type d'interaction entre le micro-organisme 
et les neutrophiles. L’interaction peut être directe, par la reconnaissance de PAMPs par les 
PRR ou médiée par l’opsonisation. Grâce aux TLR et aux récepteurs des opsonines tels que 
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les FcγR, les phagocytes reconnaissent le pathogène ce qui entraine l'adhérence des 
microorganismes à ces cellules.  
Cette interaction conduit à l'activation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K). Des 
études indépendantes ont identifié que la phagocytose repose sur l’activité de la 
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) dans la cellule hôte [297, 298]. PI3K convertit les lipides de 
la membrane de la cellule hôte PIP2 (phosphatidylinositol biphosphate) en PIP3 
(phosphatidylinositol triphosphate) [299]. Le PIP3 est un ligand permettant le recrutement de 
la protéine kinase B ou Akt à partir du cytoplasme, entraînant le remodelage de l'actine pour 
la phagocytose des pathogènes [300, 301]. 
L'activation de PI3K est un mécanisme clé dans la phagocytose de P. aeruginosa par 
les neutrophiles et les macrophages [302, 303]. Suite à cette activation, les phagocytes 
englobent les bactéries pour former le phagosome ou vacuole phagocytaire. 
c- La dégranulation 
Les neutrophiles doivent transporter de nombreux produits toxiques dans la circulation 
sanguine et ensuite correctement les déployer au moment opportun. Ils possèdent un organite 
de stockage, la granule dont il existe trois types fondamentaux. 
Les granules azurophiles ou primaire sont les plus grands, mesurant environ 0,3 µm de 
diamètre, et sont formés au cours de la première maturation des neutrophiles. Ils contiennent 
de la myéloperoxydase (MPO), une enzyme essentielle dans la libération oxydative [304]. Ces 
granules contiennent également des défensines, du lysozymes, de la BPI (Bacteridal / 
Permability- Increasing protein), et un certain nombre de serine protéases (l’élastase, la 
protéinase 3 (PR3), et la cathepsine G) [305]. Ces granules sont remplis de composés 
antimicrobiens et fonctionnent comme un centre de stockage de l'armement moléculaire des 
neutrophiles.  
Les granules spécifiques ou secondaires sont plus petits (0,1 um de diamètre) et ne 
contiennent pas de MPO. Ils sont caractérisés par la présence de lactoferrine. Ces granules 
sont formés après les granules azurophiles; ils contiennent également une large gamme de 
composés antimicrobiens, comme le NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated lipocalin) et le 
lysozyme [304, 305].  
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Les granules tertiaires sont également dépourvus de MPO, ils sont plus petits que les 
granules spécifiques. Ils contiennent quelques antimicrobiens, mais stockent un certain 
nombre de métalloprotéases, telles que la gélatinase et leukolysin. Ils sont aussi la dernière 
population de granules formés au cours de la maturation des neutrophiles [292].  
Plusieurs de ces protéines granulaires sont connues pour jouer un rôle clé dans la 
clairance de P. aeruginosa. 
L'élastase de neutrophiles (NE) est une sérine-protéase qui cible la porine OprF de P. 
aeruginosa. Cela génère une augmentation de la perméabilité membranaire et donc diminue la 
croissance et la viabilité de ces bactéries. Les souris déficientes pour la NE sont plus sensibles 
aux infections à P. aeruginosa avec une clairance bactérienne réduite [306]. Néanmoins, 
l'élastase des neutrophiles peut avoir un impact néfaste sur l'hôte en ciblant les cellules hôtes 
lors d'infection pulmonaire et participe ainsi aux dommages tissulaires et à l’inflammation 
[307]. 
La lactoferrine, un chélateur du fer, a une action à la fois bactéricide et 
bactériostatique, le fer étant un élément important dans le développement de P. aeruginosa. 
De plus, cette protéine prévient également la formation de biofilm par ces bactéries, en 
stimulant un type de motilité, le "twitching". Cela empêche l'agrégation des bactéries et donc 
la formation de biofilm.  
Le lysozyme est un peptide cationique capable de perturber la membrane des bactéries 
par hydrolyse du peptidoglycane. Des expériences menées sur des souris KO pour le 
lysozyme ont montré que cette enzyme est nécessaire pour une clairance optimale [308]. De 
plus, l'administration par aérosol de lysozyme recombinant humain, dans un modèle 
d'infection pulmonaire à P. aeruginosa chez le hamster, a montré une amélioration des 
symptômes de pneumonie, avec une diminution de la charge bactérienne pulmonaire et du 
recrutement des leucocytes, en particulier des neutrophiles [309]. 
 
d- Les espèces réactives de l’oxygène et de l’azote 
Lors de leur activation, les neutrophiles produisent des espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) et de l’azote. Toutes les espèces réactives peuvent modifier et endommager d'autres 
molécules et c’est cette propriété qui est exploitée par la cellule hôte pour la signalisation et 
l'action antimicrobienne. Ainsi, l'inhalation d’oxyde nitrique exogène a permis de réduire la 
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charge bactérienne à 24 heures post infection dans un modèle de pneumonie à P. aeruginosa 
chez le rat [310]. De plus, l'inhibition de l'oxyde nitrique synthase (NOS) entraine une 
diminution de la survie des souris ainsi qu’une augmentation de la charge bactérienne lors 
d’une infection pulmonaire à P. aeruginosa [311]. Une étude récente a démontré le rôle 
protecteur de l’enzyme iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) dans un modèle murin 
déficient pour Ksr1 (kinase suppressor of Ras-1) de pneumonie aiguë à P. aeruginosa [312]. 
Les souris déficientes ont montré une augmentation significative de la mortalité lors d'une 
infection pulmonaire à P. aeruginosa. De plus, les souris infectées semblaient recruter un 
nombre suffisant de neutrophiles dans les poumons, mais sans pouvoir contrôler la réplication 
bactérienne. Le système de la NADPH oxydase dans les macrophages et les neutrophiles sont 
responsables de la génération d'espèces réactives de l'oxygène à l'intérieur de phagolysosomes 
pour détruire les bactéries ingérées. La réponse inflammatoire à P. aeruginosa se traduit 
également par le déversement de ROS extracellulaire entrainant la mort précoce de cellules 
inflammatoires ou lorsqu’elle est mal dirigée la NADPH oxydase peut s’attaquer directement 
à la membrane plasmique [313]. Le produit du gène p47phox possède également un rôle 
important contre P. aeruginosa. En effet, des souris déficientes pour ce gène étaient plus 
sensibles à l’infection pulmonaire à P. aeruginosa que les souris de type sauvage [314]. 
 
5.2 Macrophages alvéolaires 
Les premières cellules immunitaires susceptibles de rencontrer P. aeruginosa dans les 
poumons sont les macrophages alvéolaires résidents. Les macrophages sont des cellules de 
l’immunité innée issues des monocytes. Selon leur localisation, ces cellules peuvent prendre 
différents noms : cellules de Kupffer dans le foie, les cellules gliales au niveau du cerveau et 
les macrophages alvéolaires dans les poumons. Les macrophages peuvent internaliser et tuer 
les bactéries pathogènes. Il existe plusieurs types de macrophages, ayant chacun une fonction 
dans la régulation de l'immunité. Les macrophages dit "activés classiquement" ou M1 sont 
importants dans la réponse pro-inflammatoire et pour l'élimination des pathogènes. Les 
macrophages dit "activés alternativement" ou M2 ont différents rôles dont des fonctions 
immunomodulatrices favorisant le remodelage matriciel et la réparation tissulaire. 
Ils ont également un rôle de première importance dans la détection du pathogène au 
cours des infections à P. aeruginosa. In vitro, les macrophages alvéolaires murins sécrètent 
des chimiokines comme KC et des cytokines telles que le TNF-α et IL-6 après l'activation du 
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TLR4 et TLR5 respectivement par le LPS et la flagelline de P. aeruginosa, ainsi les 
macrophages sont capables de produire des chimiokines de recrutement des neutrophiles 
[278]. La réponse des macrophages alvéolaires au SST3 de P. aeruginosa est associée à 
l'activation de la caspase-1. L’IL-1β produite par les macrophages peut être détectée par des 
cellules épithéliales des voies respiratoires, qui sécrètent en retour des chimiokines 
attractantes de neutrophiles [264]. 
La déplétion des macrophages alvéolaires par aérosol de clodronate dans des modèles 
d’infection pulmonaire aiguë de rats et de souris à P. aeruginosa a entrainé des réponses 
inflammatoires considérablement atténuées : la sécrétion des chimiokines MIP-2 et KC, le 
recrutement des neutrophiles ainsi que la clairance bactérienne ont été significativement 
réduits [315, 316]. 
Un autre rôle important des macrophages alvéolaires au cours de l'infection 
pulmonaire est la phagocytose des neutrophiles morts. La cytokine MCP-1, sécrétée par les 
cellules épithéliales alvéolaires de type II en réponse à l'infection à P. aeruginosa, stimule la 
migration des macrophages alvéolaires et la phagocytose in vitro et in vivo [317]. L’infection 
à P. aeruginosa de souris déficientes en MCP-1 a entraîné une faible diminution de la 
clairance bactérienne, mais semble également avoir entraîné une augmentation de la mort des 
cellules pulmonaire et de la lésion pulmonaire [318]. Par conséquent, les macrophages ont une 
contribution majeure dans la clairance bactérienne.  
 
5.3 Les cellules dendritiques 
De même que les macrophages, les cellules dendritiques (DC) sont issues des 
monocytes. In vitro, la différenciation des DC est induite par le GM-CSF et l'IL-4. Les DC 
sont des cellules présentatrices d'antigène professionnelles (CPA) qui relient l'immunité innée 
et adaptative. Les DC immatures ont une capacité élevée de phagocytose et d’internalisation, 
mais possèdent une faible capacité à présenter l'antigène. En effet, à un stade immature les 
DC expriment faiblement les TLR et des récepteurs Fcγ. L’activation des DC se fait par 
l'exposition aux pathogènes, tel que P. aeruginosa, et l’environnement cytokinique, tel que le 
TNF-α, l'IL-6 et l'IFN-β. Cette activation génère une augmentation de l'expression du CMH 
II, de molécules de co-stimulation (CD80, CD86 et CD40) et de la production de cytokines. 
La présentation de l’antigène aux lymphocytes T helper ainsi que l’environnement 
cytokinique conduira à une polarisation de ces lymphocytes en Th1 ou Th2.  
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Des expériences ont également montré que P. aeruginosa active l'inflammasome dans 
les DC, induisant une production d'IL-1β et d'IL-18 
Le rôle des DC dans la réponse à l'infection pulmonaire à P. aeruginosa a été examiné 
et des expériences de vaccination ont montré la capacité des DC à induire une réponse contre 
P. aeruginosa. Worgall et al ont mis en évidence une amélioration de la survie des souris 
ayant reçu des DC issus de moelle osseuse pré-exposées à P. aeruginosa avant l’infection 
pulmonaire par cette bactérie [319]. De plus, des souris ayant reçu par injection des DC 
"pulsées" avec la porine OprF de P. aeruginosa une heure avant l’ infection par cette même 
bactérie ont présenté une orientation de l’immunité vers une réponse Th1 permettant une 
réponse immunologique adéquat et une résistance à l'infection [320] 
 
5.4 Les lymphocytes 
Une réponse à haut degré de spécificité et une réponse dite "mémoire" caractérisent 
l'immunité adaptative. Les lymphocytes ont la capacité de reconnaitre des antigènes entraînant 
une expansion clonale des lymphocytes spécialisés. L'activation de l'immunité adaptative est 
initiée simultanément ou peu de temps après l'activation de la réponse immunitaire innée, 
mais avec un certain temps d’inertie. L'immunité innée et adaptative agissent en synergie et 
influent l’une sur l’autre. L'activation de la réponse lymphocytaire se déroule en différentes 
étapes. Les CPA, tels que les macrophages et les DC, présentent l'antigène aux lymphocytes T 
helper naïfs ou Th0. L’environnement cytokinique induit par les CPA permet ensuite 
d'orienter vers différents types de réponses : Th1, Th2, Th17 ou Treg. 
Les lymphocytes T ont un rôle important dans l’infection à P. aeruginosa. En effet, 
Koh et al ont mis en évidence que des souris Rag déficiente, dépourvues de lymphocytes 
fonctionnels, ont une mortalité accrue par rapport aux contrôles de type sauvage après une 
infection intranasale à P. aeruginosa [247]. De plus, il a été montré que des souris CD1d 
déficientes présentaient une réduction de la clairance bactérienne, du recrutement de 




6-Signaux qui modulent la réponse immunitaire innée à P. aeruginosa 
Comme évoqué précédemment, de nombreuses chimiokines et cytokines sont 
produites par les cellules résidentes du poumon lors d’une infection à P. aeruginosa, et ont un 




Initialement décrit comme facteur inducteur de nécrose des cellules cancéreuses [322], 
le TNF-α est la cytokine la plus étudiée de la superfamille du TNF, qui comprend plus de 40 
membres. Les sources cellulaires principales du TNF-α sont les monocytes, les macrophages, 
les fibroblastes et les cellules endothéliales stimulées mais il peut également être sécrété par 
d’autres cellules comme les lymphocytes T et B, les mastocytes et les kératinocytes. Sa 
synthèse est principalement induite par l’IL-1, l’IL-17 ou encore les endotoxines bactériennes 
et son activité biologique est principalement centrée sur l’inflammation. En effet, le TNF-α 
joue un rôle clé dans l’initiation des réactions inflammatoires de l’immunité innée en 
induisant la production de cytokines et en activant l’expression de molécules d’adhésion. Il 
existe deux récepteurs capables de lier le TNF-α, le TNFR1 et le TNFR2. Ces récepteurs du 
TNF-α activent des voies de signalisations différentes. D’une part, la liaison du TNF-α au 
TNFR1 entraine l’activation des caspases 8 et 3, impliquées dans l’apoptose, et est également 
un activateur indirect de NF-κB et de la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinase). 
D’autre part, la liaison de TNF-α au TNFR2 conduit à l’activation directe de NF-κB et de la 
voie des MAPK ou bien de AP-1 (Activator protein 1) [323]. 
Le rôle du TNF-α dans l'infection pulmonaire à P. aeruginosa a été étudié. Skerrett et 
al ont rapporté que des souris de fond génétique C57Bl/6 déficientes en TNFR1 / TNFR2 
éliminaient la souche PAK (SST3 positif et flagellée) de leurs poumons légèrement plus 
rapidement que les contrôles de type sauvage et recrutaient deux fois plus de neutrophiles 
[324]. Ces résultats contrastent avec ceux de Lee et al. En effet, des souris déficientes pour le 
TNF-α ne parvenaient pas à recruter des neutrophiles après l'infection et présentaient une 
augmentation de la charge bactérienne avec diminution de la survie [325]. Cette deuxième 
étude utilise des souris d’un autre fond génétique (B612SF2/J) et une souche P. aeruginosa 
incomplètement caractérisée, ces variables peuvent donc influer l'importance relative du TNF-
α au cours de l'infection. L’importance de ces variables a pu être mise en évidence. 
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L’administration d’anti-TNF-α a altéré la clairance de P. aeruginosa chez les souris BALB/c, 
mais n’a pas induit d’effet chez les souris C57Bl/6 à part une faible augmentation de 
l’expression du TNF-α [326]. L'expression variable des facteurs de virulence bactériens peut 
également influencer l’induction de TNF-α. Par exemple, la souche PA103 de type sauvage 
induit vingt fois plus de TNF-α qu'un mutant SST3-négatif lorsqu’elle est inoculée dans le 
voies respiratoires de souris C57Bl/6 [327]. Il est également possible que l'absence 
permanente de TNF-α favorise un des mécanismes compensatoires chez des souris déficientes 
en TNFR ou ayant reçu de l’anti-TNF-α. Ces mécanismes de compensation peuvent alors 
influencer la réponse pulmonaire à P. aeruginosa. 
Pour récapituler ces études, le TNF-α semble favoriser la clairance bactérienne du 
poumon, bien que l'ampleur de cet effet soit relativement modeste. Cela peut être dû au fait 
que le TNF-α, possède non seulement des effets pro-inflammatoires, mais induit également 
l'expression de molécules anti-inflammatoires, tels que Muc1 et IL-10, via le  TNFR1[328, 
329]. Muc1 supprime la signalisation TLR [330] et favorise l'apoptose des neutrophiles [328] 
ainsi que la promotion de la résolution de l'inflammation des voies respiratoires. Les souris 
déficientes pour le TNFR1 ou pour Muc1 montrent une légère augmentation de la clairance 
bactérienne et l'augmentation du nombre de neutrophiles dans les voies respiratoires [330]. 
 
6-2. IL-6  
L’interleukine 6 est une cytokine intervenant dans la régulation de différents processus 
cellulaires. En effet, cette cytokine joue un rôle dans la prolifération et la différenciation 
cellulaire, et l’activation de gènes intervenant dans la réponse immune de la phase aiguë de 
l’inflammation. L’IL-6 est sécrétée par de nombreux types cellulaires tels que les 
lymphocytes T, les lymphocytes B, les monocytes, les macrophages, les fibroblastes, les 
kératinocytes et les cellules endothéliales. De plus son action est pléiotropique et s’exerce sur 
différents types de cellules cibles par l’intermédiaire de ses deux récepteurs composés de 
l’interleukine 6 récepteur (IL-6R) et de la glycoprotéine 130 (gp130) [331]. La liaison de l’IL-
6 à ses récepteurs entraine leur dimérisation ce qui induit l’activation de JAK (Janus kinase). 
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) est alors activé par JAK via une 
phosphorylation. Une fois phosphorylé, STAT forme un dimère afin de pénétrer dans le 
noyau cellulaire et d’y exercer son rôle de facteur de transcription. La voie de signalisation 
JAK/STAT ainsi activée permettra la régulation de l’expression de gènes de l’inflammation 
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[332]. Une inflammation aiguë se caractérise par une infiltration de neutrophiles sur le site de 
lésion. Les cellules endothéliales sont activées par l’IL-1β, le TNF-α et l’IL-6 en vue de 
produire des chimiokines afin de participer au processus d’attraction des neutrophiles. 
Dans un second temps, l’IL-6 R subit un clivage protéolytique par le biais des 
neutrophiles infiltrés conduisant à l’activation de la trans-signalisation de l’IL-6. L’activation 
de cette voie permet de réprimer des chimiokines comme CXCL1, CXCL8 et CX3CL1 
attractant les neutrophiles et augmente la production de chimiokines attirant les monocytes 
comme CCL2, CXCL5 et CXCL6. En effet, une accumulation trop importante de 
neutrophiles pourrait entraîner des dommages tissulaires via leur production de protéases et de 
ROS. Cette activation permet également d’augmenter la régulation des molécules d’adhésion 
cellulaire et réduit l’apoptose. L’IL-6 est aussi impliquée dans la différenciation des 
lymphocytes T et B et augmente la production d’Ig. L’IL-6 joue un rôle important dans la 
transition de l’immunité innée vers l’immunité acquise. Suite à l’activation par des cellules 
présentatrices d’antigènes, les cellules T-helper (Th) naïves peuvent se différencier en 
différentes sous populations. Ainsi, l’IL-6 peut induire l’activation de sous populations pro-
inflammatoires comme les Th17 ou inhiber l’activation de la population T régulatrice (Treg) 
anti-inflammatoire [333]. 
Il a été montré dans de nombreuses études que des souris déficientes pour l’IL-6 
présentaient une sensibilité augmentée à différents pathogènes [334]. Par exemple, ces souris 
déficientes mourraient plus rapidement que les souris de type sauvage dans un modèle 
d’infection pulmonaire à S. peumoniae [335]. Cependant, l’administration d’IL-6 
recombinante n’a pas amélioré la survie de souris granulopénique développant une infection 
pulmonaire à P. aeruginosa [336].  
 
6-3. IL-1 / IL-18.  
Les cytokines de la superfamille de l'IL-1 sont produites par les macrophages et ont 
tendance à conduire à une réponse Th1 lors de stimuli infectieux. Le rôle de l'IL-1 et de l’IL-
18 dans les infections pulmonaires à P. aeruginosa semblent être plutôt néfaste que bénéfique 
dans les modèles de pneumonie aiguë. Les souris déficientes en récepteur de l'IL-1 ou 
incapables de produire de l’IL-18 sont protégées de l’infection à P. aeruginosa lorsqu’un 
inoculum élevé est utilisé [337, 338]. Néanmoins, une étude menée sur des souris IL-1R 
61 
 
knock-out a mis en évidence une plus grande sensibilité de ces souris à une pneumonie 
chronique induite par un faible inoculum administré dans l’eau de boisson [339]. 
 
6-4. IL-17 / IL-23. 
Certaines sous-population de lymphocytes T coordonnent la réponse immunitaire 
adaptative afin d’adapter un profil cytokinique élaboré dans le but de répondre au mieux à 
l’infection. Le paradigme décrit différents sous-ensembles Th1, Th2, Th17, Th3 et Treg. Les 
cellules Th17 CD4 + sont générées en présence d'IL-6 et TGF-β et sont maintenues par la 
présence d'IL-23, qui est produite par les macrophages alvéolaires. Les cellules Th17 
recrutent des neutrophiles au site de l’infection par le biais de l'IL-17. L’importance de l’IL-
23 dans le recrutement des neutrophiles vers le poumon a également été mis en évidence dans 
un modèle de pneumonie à Pseudomonas chez des souris IL-23 knock-out [340]. 
 
6-5. IL-10 
L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont le pic de production arrive 
relativement tard lors d’une infection pulmonaire aiguë à P. aeruginosa et coïncide au 
moment où les cytokine pro-inflammatoire et les niveaux de chimiokines diminuent [341]. Le 
rôle de l'IL-10 dans l'infection pulmonaire est complexe. 
En effet, un excès d’IL-10, dans un modèle murin transgéniques surexprimant l'IL-10 
dans les poumons, induit une diminution de la survie et de la réponse protectrice pro-
inflammatoire à l’infection pulmonaire à P. aeruginosa [342]. D’autre part, l'infection à P. 
aeruginosa de souris déficientes en l'IL-10 entraine une légère augmentation de la réponse 
pro-inflammatoire par rapport aux témoins mais sans différence de clairance bactérienne 
[343]. Ces résultats contrastent avec une étude menée par Sawa et al dans laquelle 
l'administration d'IL-10 recombinante 1 heure avant et 8 après l’infection à P. aeruginosa 
entrainait une amélioration de la lésion pulmonaire et de la survie des souris [344]. Ainsi, ces 
études ont mis en avant la nécessité d’un recrutement rapide de neutrophiles pour 
l’élimination de P. aeruginosa mais qu’un excès d'IL-10 par rapport aux cytokines pro-
inflammatoires est préjudiciable pour le contrôle et l’élimination du pathogène. Néanmoins, 
ces travaux illustrent également les conséquences négatives d'une réponse immunitaire innée 
trop exubérante sur la fonction pulmonaire. 
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6-6. Les Chimiokines 
Les chimiokines sont des cytokines de 8 à 10 kDa  possédant une action 
chimiotactique envers les cellules avoisinantes. Les chimiokines jouent un rôle dans 
l’adhésion, le chimiotactisme et l’activation de nombreux types de cellules immunitaires. Les 
chimiokines sont produites en réponse à des stimuli infectieux et régulent le trafic cellulaire. 
Ainsi, ces molécules vont former un gradient chimioattractant pour les leucocytes afin de les 
diriger sur le site de l’inflammation. Enfin, les chimiokines servent à faire le lien entre 
l’immunité innée et acquise [345]. La souris ne possède pas d’homologue structurale de l’IL-8 
humaine mais possèdent des homologues fonctionnels qui sont CXCL1 / KC et CXCL2 / 
MIP-2 [346]. 
CXCL1 aussi appelé KC (keratinocyte-derived chemokine) est produite par les 
macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales, et possède une activité 
chimiotactique sur les neutrophiles. 
MIP-2 (macrophage inflammatory protein 2) ou CXCL2, est sécrétée par les 
macrophages et les monocytes et entraine le recrutement des granulocytes. 
CXCL9 est produit par les macrophages après induction par l’IFN γ afin de recruter les 
lymphocytes T. 
La production de CXCL10 se fait par les monocytes et les macrophages, après une 
induction par l’IFNγ, le LPS ou une infection virale. Ses fonctions sont pléiotropes et agissent 




Chapitre 4 : La réponse immune détermine le pronostic de l’hôte 
1. La théorie: « The damage-response framework of microbial 
pathogenesis » 
Depuis la fin du XXe siècle les maladies infectieuses touchent rarement des hôtes 
immunocompétents. L'émergence d’infection ne touchant pas que les individus sains met en 
évidence que les concepts existants de pathogénicité et de virulence ne prennent pas en 
compte que l’hôte contribue autant que le micro-organisme à la pathogenèse et aux 
symptômes résultants. Ceci a motivé une nouvelle approche théorique de la compréhension de 
la pathogenèse microbienne connue sous le nom de « damage-response » proposée par 
Casadevall et Pirofski [347]. 
Cette théorie repose sur 3 principes :  
- La pathogénèse des infections microbiennes est due à l’interaction entre l’hôte et le 
micro-organisme.  
- Le pronostic de l’hôte est déterminé par la gravité des dommages tissulaires issus de 
l’interaction hôte pathogène.  
- Les dommages tissulaires induits sont dus à la fois au pathogène mais aussi à la 
réponse de l’hôte.  
Par conséquent, les interactions entre l’hôte et un micro-organisme peuvent être 
bénéfiques ou néfastes soit pour le micro-organisme soit pour l'hôte soit pour les deux. Le 
mutualisme et le commensalisme sont deux exemples d’interactions qui sont à la fois 
bénéfiques pour l’hôte et le micro-organisme. Néanmoins, ces dommages observés ne sont 




2. Une réponse immunitaire excessive est néfaste pour l’hôte  
Les premières cellules immunitaires susceptibles de rencontrer P. aeruginosa dans les 
poumons sont les macrophages alvéolaires résidents. Lorsque ces cellules perçoivent un 
signal de danger elles s’activent et sécrètent de nombreuses cytokines.  
Le recrutement des cellules immunitaires est sous la dépendance de chimiokines telles 
que CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL9 et CXCL10. Cependant certaines de ces chimiokines 
comme CXCL1 et CXCL2 seraient impliquées dans la détérioration des paramètres 
physiologiques fonctionnels des poumons [341]. De plus, de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires comme l’IL-6 et le TNF-α ont été impliquées dans les lésions inflammatoires 
du poumon. Wölbeling et al se sont intéressés à l’impact de l’IL-6 sur la fonction respiratoire. 
Ils ont mis en évidence qu’une forte concentration d’IL-6 dans le LBA est corrélée à une 
diminution des paramètres de la fonction pulmonaire (volume). La sécrétion d’IL-1β et d’IL-
18 matures via l’inflammasome est impliquée dans le recrutement des neutrophiles au niveau 
des alvéoles pulmonaires. L’activation de l’inflammasome favoriserait les lésions tissulaires 
et une diminution de la survie [348]. Les cytokines et chimiokines sécrétées vont entraîner le 
recrutement majoritairement de granulocytes neutrophiles. 
Les neutrophiles jouent un rôle primordial dans la clairance bactérienne mais sont 
aussi incriminés dans la lésion pulmonaire aiguë consécutive à une infection bactérienne. En 
effet, la gravité de ces lésions est dépendante de l’intensité ainsi que de la durée du processus 
inflammatoire. Ainsi lors de l’infection, les neutrophiles traversent l’épithélium pulmonaire et 
pénètrent dans les voies aériennes où ils phagocytent ou détruisent les bactéries contribuant 
ainsi à la clairance bactérienne. La réponse inflammatoire à P. aeruginosa se traduit 
également par la production de ROS extracellulaire entrainant la mort précoce de cellules 
inflammatoires ou lorsqu’elle est mal dirigée la NADPH oxydase peut léser directement la 
membrane plasmique [294, 295, 313]. De plus, l'élastase des neutrophiles peut avoir un 
impact néfaste sur l'hôte en ciblant les cellules hôtes lors d'infection pulmonaire participant 
ainsi aux dommages tissulaires et l’inflammation [307].  
Par conséquent, lorsque ce recrutement est excessif, l’activité lytique est exercée sur 
les cellules épithéliales détruisant les jonctions serrées et induisant l’apoptose et la nécrose 
des cellules alvéolaires de type I et de type II. Les lésions d’un côté sur l’épithélium alvéolaire 
et de l’autre côté sur l’endothélium conduisent à une augmentation de la perméabilité de la 
membrane alvéolo-capillaire. Cette inflammation localisée peut se généraliser et entrainer un 
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syndrome inflammatoire systémique. La réponse inflammatoire étant excessive et inadaptée 
devient délétère et conduit aux lésions d’organes comme le syndrome de détresse respiratoire 
aiguë [349]. La lésion pulmonaire aiguë est un syndrome clinique d'œdème pulmonaire non 
cardiogénique causée principalement par l'augmentation de la perméabilité aux protéines de la 






Chapitre 5 : Objectif de ce travail 
La première souche de norovirus murin, MNV1, a été isolée en 2003 à partir du 
cerveau de souris RAG2/STAT1
-/-
 [17]. Ce virus est proche du norovirus humain qui est jugé 
responsable de près de 90% des gastro-entérites épidémiques non bactériennes à travers le 
monde [19]. Le norovirus humain n’étant pas cultivable, la biologie de ce virus est étudiée à 
travers le MNV seul Norovirus capable de se répliquer in vitro. Comme pour le norovirus 
humain, de nombreuses souches de MNV ont été isolées et leurs diversités biologiques 
rapportées [18]. Certaines souches sont rapidement éliminées des souris de type sauvage 
comme les souches MNV-1 CW1, CW3 et WU11. D’autres souches peuvent être excrétées 
jusqu’à 35 jours post-infection et sont dites persistantes. C’est le cas des souches CR1, CR3, 
CR6, CR7 et S99 [86].  
Aujourd'hui, le norovirus murin est le principal contaminant des animaleries de 
recherche [103]. En Amérique du Nord, 22,1% des 12 639 sérums de souris testés était 
positifs pour les anticorps anti-MNV-1 [104], une enquête sérologique en Europe a mis en 
évidence un taux de contamination semblable. [105]. Des taux de prévalence similaires ont été 
observés au Japon et en Corée du Sud après une analyse sérologique ou par RT-PCR 
d'échantillons murins [106–108].  
Une infection par MNV est asymptomatique chez les souris sauvages et est donc très 
difficilement détectable par les animaliers. Une fois le virus détecté, son élimination est 
difficile de par sa résistance aux facteurs environnementaux et aux agents désinfectants.  
Cette forte prévalence dans le monde entier offre un énorme potentiel pour ce virus 
d’interférer avec les modèles de recherche murins. Cependant, les effets de l'infection au 
MNV sur la recherche biomédicale ne sont pas clairs. 
Certaines études ont mis en évidence que le norovirus murin pourrait interférer dans 
des modèles animaux spécifiques. Parmi ces études figurent les travaux de Lencioni et al qui 
ont mis en évidence que le norovirus murin augmentait l’inflammation intestinale induite par 
les bactéries chez les souris Mdr1a
-/-
 [115]. Le MNV-1 a aussi été rapporté comme 





Les phénomènes de co-infections peuvent avoir des conséquences imprévisibles avec 
des altérations de la réponse immunitaire de l'hôte. Potentiellement, une contamination d’un 
modèle murin par le MNV pourrait entrainer une modification des paramètres physiologiques 
étudiés et induire une erreur dans les résultats. 
Pour mieux comprendre l'impact de l'infection au MNV dans des modèles murin 
d’infection bactérienne, l'effet de la souche MNV S99 dans un modèle de pneumonie aiguë à 
P. aeruginosa a été testé chez des souris C57BL/6J. Les paramètres physiologiques étudiés 




Partie 2 : Matériels et Méthodes 
Chapitre 1 : Lignées cellulaire, souches bactérienne et virale 
1- Lignées cellulaire  
1-1. Les cellules RAW 264.7 
La lignée cellulaire RAW 264.7 a été obtenue à partir d'un liquide d’ascite d'une 
tumeur induite chez la souris mâle par injection intrapéritonéale du virus Abelson Murine 
Leukemia (A-MuLV). La lignée cellulaire (ATCC TIB-71) provient de « the European 
Collection of Cell Cultures » (ECACC) (Sigma-Aldrich, L’isle d’Abeau Chesnes, France) et a 
été maintenue comme décrit précédemment [89]. 
Après décongélation des cellules conservées dans l’azote liquide, la lignée est cultivée 
dans une étuve à 37°C sous 5% de CO2 en flasques à bouchons ventilés de 25cm² (Sarstedt, 
Newton, USA) contenant 15mL de milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 
(high glucose, GlutaMAX™ Supplement, pyruvate) supplémenté avec 10% de sérum fœtal 
bovin inactivé par la chaleur (HI FBS) (Gibco
®
 Life Sciences, Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, USA). Lorsque les cellules RAW 264.7, cellules semi-adhérentes, sont sub-
confluentes (70 à 80%), c’est-à-dire tous les 3 à 4 jours, le milieu est éliminé et les cellules 
décollées à l’aide d’un grattoir en plastique stérile ou cell scraper (Sarstedt, Newton, USA) 
dans du milieu neuf. Afin de réaliser un nouveau passage, les cellules en suspension sont 
introduites dans une nouvelle flasque contenant du milieu neuf puis réincubées. Les passages 
réalisés vont du 1 :2 au 1 :12. 
 
1-2. Les cellules L929 
Les cellules L929 [350] sont une lignée de fibroblaste murin sous-clone de la souche 
parentale L, établi par WR Earle en 1940 [351]. La souche L a été dérivée de cellules de tissus 
sous-cutané et tissus adipeux d'un vieux mâle C3H/An âgé de 100 jours. Les cellules L929 
sécrètent du M-CSF (Macophage colony-stimulating factor), un facteur qui favorise la 
différenciation des macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDMs). Le milieu conditionné 
des cellules L929 est utilisé fréquemment comme une source brute de M-CSF murin. 
Après décongélation des cellules conservées dans l’azote liquide, la lignée est cultivée 
dans une étuve à 37°C sous 5% de CO2 en flasques à bouchons ventilés de 25cm² contenant 
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15mL de milieu DMEM (high glucose, GlutaMAX™ Supplement, pyruvate) supplémenté 
avec 10% de HI FBS. 
Un jour après la décongélation des cellules, le milieu de la flasque est éliminé et les 
cellules décollées par méthode chimique et mécanique. Ainsi, 2 ml de Versène 1X (Gibco
®
 
Life Sciences, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) sont ajoutés par flasque puis 
incubés à 37°C. Après 5 minutes, au microscope les cellules se décollent et ne doivent plus 
être adsorbées sur la flasque mais flotter. Le Versène est pipeté vigoureusement pour décoller 
le tapis cellulaire encore adsorbé. Les cellules sont récupérées dans un tube stérile et 
centrifugées 10min à 4°C et 300g. Le culot cellulaire est suspendu dans 4 ml de milieu neuf. 
Des flasques de 75cm² sont ensemencées avec 2 ml de la suspension cellulaire et 23ml milieu 
de culture puis incubées à 37°C.  
Lorsque les cellules sont confluentes, 4 à 5 jours après la décongélation de la lignée, 
les cellules subissent un nouveau passage. Le milieu de la flasque est éliminé et les cellules 
décollées. Le milieu contenant les cellules est centrifugé puis le culot cellulaire resuspendu 
dans un volume de milieu connu. Les cellules sont dénombrées et réensemencées dans de 
nouvelles flasques 125cm² à raison de 10
4
 cellules /ml dans 30 ml de milieu de culture pour 
L929. 
14 jours après la décongélation de la lignée ou avant selon la densité du tapis cellulaire 
les surnageants de culture des flasques sont récupérés. 
A nouveau, 30 ml de milieu frais sont introduits dans chaque flasque puis incubés à 
nouveau à 37°C pendant 10 jours. Cette opération peut être répétée de façon à obtenir trois 
lots de surnageants. Après centrifugation du surnageant à 3500rpm pendant 15 minutes, il 
peut être filtré sur membrane 0,2µm (Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne) puis congelé à 
–20°C afin d’être dosé ultérieurement en M-CSF par ELISA (DY416, R&D systems, 







2- Norovirus murin  
2-1. La souche MNV S99  
Toutes les expériences ont été réalisées avec le norovirus murin S99 (Berlin / 2006 / 
DE) acheté à l’institut the Friedrich-Loeffler (Greifswald-Insel Riems, Deutchland). Les 
stocks de virus ont été générés en utilisant des cellules RAW 264.7 comme décrit 
précédemment [132]. Pour générer un stock de virus concentré, la suspension virale a été 
concentrée par ultrafiltration. Le titre de la suspension virale a été obtenu par titrage en point 
final de la manière décrite précédemment et a été exprimé en DICT50/ml (dose infectieuse 
cytopathogène 50%) selon le procédé de Spearman-Kärber [352, 353]. La relation théorique 
entre la DICT50 et les unités formant des plages (UFP) est d'environ 0,69 en appliquant la loi 
de Poisson [354]. 
 
2-2. Production virale 
Les stocks de virus ont été générés en utilisant des cellules RAW 264.7 comme décrit 
précédemment [132]. En bref, les stocks de MNV ont été générés par la propagation du virus 
dans des cellules RAW 264.7, une lignée cellulaire de macrophage murin transformé.  
Une dizaine de flasque 125cm
2
 sont ensemencées par des cellules RAW 264.7 en 
milieu DMEM (high glucose, GlutaMAX™ Supplement, pyruvate) supplémenté avec 10% de 
HI FBS de façon à avoir le lendemain un tapis cellulaire sub-confluent.  
Le jour de l’infection, le milieu des flasques est éliminé. Chaque flasque 125 cm2 
reçoit 15ml de milieu DMEM supplémenté avec seulement 2% HI FBS et le tapis cellulaire 
est infecté avec le MNV à une multiplicité d'infection (MOI) de 0,05. Les flasques sont 
incubées 1 heure à 37°C et homogénéisées tous les quarts d’heures. Un volume de 10ml de 
DMEM 2% HI FBS est ajouté. Les flasques sont incubées 48 à 72 h.  
Lorsque l’effet cytopathologique (ECP) observé atteint 80%, les flasques subissent 
trois cycles de congélation à -80°C et de décongélation. Le milieu des flasques est récupéré 
afin d’être centrifugé à 3500rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est collecté ainsi 
débarrassé des débris cellulaires. Le surnageant contenant les virus est conservée à -80°C 




2-3. Concentration de la suspension virale 
Les surnageants de la production virale débarrassés des débris cellulaires sont 
récupérés. Douze millilitres de surnageant sont introduits dans la colonne Amicon Ultra-15, 
PLHK Ultracel-PL membrane, 100 kDa (Merck Millipore, Minnesota, USA). Les colonnes 
sont centrifugées à 5000g sur rotor fixe 15 à 25 minutes ou jusqu’au passage total de 
l’échantillon. L’opération est répétée pour l’ensemble des surnageants afin de récupérer au 
final 3 ml de suspension virale concentrée.  
Cette opération permet de concentrer à peu près 100 fois la suspension virale. La 
suspension virale concentrée est alors aliquotée et conservée à -80°C jusqu’à la titration 
. 
2-4. Titrage du virus par effet cytopathique 
Cette technique de titrage peut être appliquée à tous les virus provoquant un effet 
cytopathique ou cytopathogène caractéristique. Le titre du virus est évalué par une formule 
statistique en fonction du nombre de cupules inoculées. Ce titrage peut être réalisé soit en 
ensemençant le virus sur un tapis cellulaire déjà établi ou encore en mélangeant le virus au 
moment de la préparation des cellules. Le titre MNV a été obtenu par dosage en plaques 
comme décrit précédemment [352, 353] 
La veille de la titration, 50µL d’une suspension cellulaire de RAW 264.7 à 4.105 
cellules par millilitres en DMEM supplémenté avec seulement 2% de HI FBS sont introduits 
dans chaque cupule d’une plaque 96 puits (Sarstedt, Newton, USA) et incubés à 37°C. Au 




) du virus à titrer sont préparées dans 
du milieu DMEM supplémenté avec seulement 2% HI FBS. Cent microlitres de chaque 
dilution sont ajoutés dans 6 cupules et la plaque incubée 1 heure à 37°C. Plus le nombre de 
cupule utilisé pour une même dilution est important, plus la précision du titre obtenu sera 
grande. Cent microlitres de DMEM supplémenté avec seulement 2% HI FBS sont ajoutés 
dans chaque puits et la plaque incubée à 37°C. Les plaques sont observées quotidiennement 
au microscope et les cupules dans lesquelles les cellules sont dégénérées notées. Lorsque 
l’ECP a cessé de progresser (3 à 6 jours), le titre infectieux est évalué selon la méthode de 
Spearman-Kärber.  
La méthode de Spearman-Kärber utilise la formule ci-dessous afin de déterminer la 




Où Δ= Log10 de la dilution montrant 100% de dégénérescence. 
δ=Log10 du facteur de dilution. 
S=Somme des cupules dégénérées incluant celles de la dilution où il y a 100% de 
dégénérescence. Cette dernière a pour valeur l’unité et chaque autre dilution est une 
fraction de l’unité. 
La grande majorité des études publiées sur le norovirus murin exprime le titre viral en 
UFP/mL. Afin d’homogénéiser l’unité d’expression de la concentration virale, les titres viraux 
obtenus en DICT50/ml ont été convertis en UFP/ml. La relation théorique entre DICT50 et 
UFP est d'environ 0,69 en appliquant la loi de Poisson [354].  
 
3- Pseudomonas aeruginosa  
3-1. La souche CHA  
La souche de Pseudomonas aeruginosa utilisée lors de cette étude est la souche CHA. 
Elle a été isolée à partir d’un lavage broncho-pulmonaire de patient atteint de mucoviscidose, 
au CHU de Grenoble en 1993 (Université Joseph Fourrier, Laboratoire TheREx) [355]. La 
souche CHA adopte un phénotype mucoïde dans les conditions de culture du laboratoire. Elle 
possède un système de sécrétion de type III actif in vivo, dans un modèle d’infection 
pulmonaire aiguë chez la souris, et in vitro, lors d’une déplétion du milieu en calcium ou un 
contact cellulaire. La souche possède tous les gènes codant les exotoxines du système de 
sécrétion de type III (ExoS, ExoT, ExoY) excepté le gène codant ExoU. Son phénotype de 
résistance aux antibiotiques est celui d’une souche sauvage, n’ayant pas acquis de modes de 
résistance supplémentaires. 
 
3-2. Conditions de culture des bactéries.  
La souche CHA est cultivée sur la nuit en milieu Lysogeny broth Lennox (LB) liquide 
(Difco
TM 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA), en aérobiose à 37°C sous agitation 
(250rpm). Le jour suivant, une dilution au 1/40 de la culture de nuit est réalisée en LB 
préchauffé à 37°C et incubée 2 heures à 37°C sous agitation. Les bactéries sont lavées deux 
73 
 
fois avec une solution saline tamponnée au phosphate stérile (PBS) (Gibco
®
 Life Sciences, 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Le culot bactérien est remis en suspension 
dans du PBS et la densité optique à 600nm (A600) ajustée à DO=0,9 nm (Amersham, General 
electric healthcare, Life science, UK).  
La dose infectieuse souhaitée est extrapolée à partir d'une courbe de croissance 
standard. L’inoculum bactérien est vérifié par dilutions et étalements successifs sur boîtes de 
Bromo-Cresol Purple agar (BCP, BioMérieux, Marcy l’étoile, France). Le dénombrement 
bactérien est réalisé après une incubation de 24h à 37°C. Les colonies présentes sur les boites 




(𝑛1 + 0,1 𝑛2)𝑑𝑉
 
Avec :  
- n1 : nombre de boites retenues à la dilution la plus faible  
- n2 : nombre de boites retenues à la dilution la plus forte  
- Σcolonies : somme des UFC comptées sur l’ensemble des dilutions  
- V= Volume d’inoculum (µL)  
- d : dilution la plus faible 





Chapitre 2 : Etude de la réponse de l’hôte in vitro 
1- Récupération et culture des macrophages dérivés de la moelle 
osseuse 
Les macrophages dérivés de la moelle osseuse ou Bone marrow-derived macrophages 
(BMDM) ont été préparés comme décrit précédemment [356]. Les BMDMs sont obtenus à 
partir de souris mâles C57BL/6 âgées de 8 à 10 semaines (élevage Janvier, Le Genest Saint 
Isle, France). 
 
1-1. Obtention des cellules de la moelle osseuse 
L’animal est euthanasié par inhalation de CO2 ou dislocation cervicale. La souris est 
dépecée au niveau des membres inférieurs, puis le fémur déboité de la hanche en faisant 
attention à ne pas endommager la tête du fémur. Les ligaments et tendons, la chaire et la 
graisse sont rapidement éliminés afin de libérer les membres inférieurs. Les os prélevés 
stérilement sont sectionnés au niveau des épiphyses.  
Une aiguille 22G (Gauge) (Terumo Neolus, Leven, Belgium), montée sur une seringue 
(Terumo Neolus, Leven, Belgium) contenant 2ml de DMEM supplémenté avec 10% de HI 
FSB et 30% de surnageant de culture de L929 contenant des facteurs de stimulation des 
macrophages dont du M-CSF, est enfoncée parallèlement au canal osseux. Le milieu est 
rapidement injecté à travers le canal osseux et la pression exercée pousse la moelle osseuse en 
dehors de l’os dans une boîte de Petri (Sarstedt, Newton, USA). Les agrégats cellulaires sont 
cassés par aspiration / refoulement à travers l’aiguille 22G. La suspension cellulaire une fois 
homogène est filtrée au travers d’un tamis cellulaire 70µm (Falcon®, Fisher Scientific, 
Villebon-sur-Yvette, France) afin d’éliminer d’éventuels fragments d’os. Le volume de la 
suspension cellulaire est complétée QSP (quantité suffisante pour) 40ml avec du DMEM.  
 
1-2. Culture et différentiation des cellules de la moelle osseuse 
A jour 0, 10ml de suspension cellulaire sont dispatchés dans quatre boîtes de Petri 
100mm qui sont incubées à 37°C en présence de 5% CO2.  
Au jour 3, 5ml de milieu DMEM pour BMDM sont ajoutés dans chaque boîte de Petri 
puis l’incubation poursuivie.  
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Au jour 7, le milieu ainsi que les cellules non adhérentes sont éliminés. 2ml de PBS 
1X sont ajoutés par boîte de Petri et les cellules mises en suspension à l’aide d’un cellScaper. 
Les cellules ainsi récupérées sont centrifugées à 300g à 4°C pendant 10 minutes, puis le culot 
est suspendu dans 10 ml de milieu. En ayant pris soin de ne plus avoir d’agrégats, les cellules 
sont dénombrées en cellule de Malassez après coloration au bleu trypan 0,04% (Invitrogen 




 cellules par 
10ml par boîte de Petri en milieu DMEM pour BMDM.   
Au jour 10, les cellules sont différenciées et prêtes à être utilisées. Le milieu ainsi que 
les cellules non adhérentes sont éliminés. Un volume de 2ml de PBS est ajouté par boîte de 
Petri et les cellules mises en suspension à l’aide d’un cellScaper. Les cellules ainsi récupérées 
sont centrifugées à 300g à 4°C pendant 10 minutes, puis le culot est suspendu dans 10 ml de 
milieu. En ayant pris soin de ne plus avoir d’agrégats, les cellules sont dénombrées en cellule 
de Malassez après coloration au bleu trypan. La solution est ensuite calibrée à la concentration 
souhaitée. 
 
2- Infection des BMDM 
La suspension cellulaire de BMDMs est déposée sur plaque 96 puits à raison de 100 µl 
par puit soit 5.10
4
 cellules par puit et la plaque incubée à 37°C. Le lendemain de la mise en 
plaque des BMDMs, les cellules sont infectées par la souche MNV S99 (MOI: 0,01 ; 0,1 et 1) 
puis ré-incubées. Vingt-quatre heures après la stimulation des BMDMs par le MNV, les 
macrophages sont infectés avec la souche CHA (MOI 2 et 5) puis la plaque centrifugée 
brièvement afin de favoriser le contact cellules / bactéries. Après 30 minutes d’exposition à 
37°C, afin de stopper l’infection, du DMEM contenant de la gentamicine a été ajouté dans 
chaque puits afin d’avoir une concentration finale à 400µg/ml. Après 24 heures, les 
surnageants ont été récupérés et stockés à -80°C jusqu'à l'analyse des cytokines (Figure 8). 
 
3- Dosage des cytokines dans les surnageants de BMDMs par ELISA 
Les différentes cytokines dosées sont le TNF-α (900-T-54) et l’interleukine-6 (900-T-
50) (PeproTech, Rocky Hill, USA). Les dosages cytokiniques des surnageants de LBA ont été 
effectués par méthode ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Il s’agit ici d’ELISA 
dit en sandwich, pour cela, une quantité connue d'anticorps de capture est liée à la surface 
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d’un plaque 96 puits (Costar®, Corning Incorporated, New York, USA). Les échantillons 
ainsi que différents points de gamme étalon, obtenus grâce à une protéine recombinante, sont 
ensuite déposés. La cytokine d’intérêt présente dans l’échantillon se lie à l'anticorps de 
capture. Un anticorps de détection biotinylé est ajouté et se lie à l'antigène. De la streptavidine 
HRP (horseradish peroxidase) se lie à l'anticorps de détection. Le substrat, du 3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidine (TBM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), est ajouté et est converti par 
l'enzyme HRP en une forme détectable (coloration). La réaction est stoppée par l’addition 
d’une solution d’acide sulfurique 2N. La lecture est réalisée par absorptiométrie aux 
longueurs d’onde de 450 nm et 540 nm sur un lecteur Mithras LB 940 (Berthold 
Technologies, Bad Wildbad, Allemagne). Les résultats obtenus sont ensuite comparés à une 
gamme étalon.  
 
Figure 8 : Protocole d’infection des macrophages dérivés de moelle osseuse. MO : Moelle 
osseuse ; BMDM : Bone marrow derived macrophage ; MNV : Norovirus murin ; CHA : 
souche de P. aeruginosa.  
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Chapitre 3 : Détection du MNV 
1- Extraction des ARN viraux de fèces  
Des prélèvements de fèces ont été réalisés et les échantillons conservés à -80°C. Le 
jour de l’extraction, 200µL de PBS 1X froid sont ajoutés dans les microtubes contenant les 
fèces. Les fèces sont mises en suspension dans le PBS à l’aide d’une öse puis centrifugées 20 
minutes à 4000g et 4°C. Le surnageant est prélevé afin de réaliser l’extraction des ARN 
viraux à l’aide du kit High pure viral nucleic acid (Roche Diagnostic, Indianapolis, USA) et 
selon le protocole indiqué par le fabriquant.  
La lyse du virus est accomplie par incubation de l'échantillon dans un tampon de 
liaison spécifique et de lyse en présence de Proteinase K. Les acides nucléiques contenus dans 
le lysat se lient spécifiquement à la surface de la membrane de la colonne de purification en 
présence de sel chaotropique. Le processus de liaison étant spécifique pour les acides 
nucléiques, les sels, protéines et autres impuretés sont éliminés par une étape de lavage de la 
colonne. Enfin, l’ARN retenu sur la membrane est élué grâce à l’ajout de 50µL d’eau exempte 
d’ARNase. Les produits d’élution contenant les ARN viraux des fèces peuvent être 
directement utilisés ou conservés à -80°C. 
 
2- Rétrotranscription 
La rétrotranscription permet la synthèse d’ADNc simple brin à partir d’une matrice 
d’ARN, grâce à une étape de transcription inverse suivie d’une réaction d’amplification 
génique. Elle est réalisée grâce au Kit The High Capacity cDNA Reverse Transcription 
(Applied Biosystems, Foster city, USA) qui utilise le schéma d'amorce aléatoire pour initier la 
synthèse d'ADNc. Les milieux réactionnels étaient composés de 10µL de Master Mix Reverse 
Transcription au 2X (2,0µL de 10X RT Buffer, 0,8µL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2,0µL de 
10X RT Random Primers, 1µL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase et 4,2µL d’eau 
nuclease-free) et de 10µL de chaque élua d’ARN viraux. 
A l’aide du thermocycleur Mastercycler® epgradient S (Eppendorf, Hambourg, 
Allemagne), les mélanges réactionnels sont incubés 10 minutes à 25°C afin de permettre 
l’hybridation des amorces, puis 120 minutes à 37°C pour réaliser la synthèse d’ADNc et enfin 
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5 minutes à 85°C pour inactiver l’enzyme. Les produits réactionnels sont conservés à -20°C 
jusqu’à leur utilisation.  
 
3- La polymérisation en chaîne  
La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) est une méthode de biologie 
moléculaire d'amplification génique in vitro qui permet de dupliquer en grand nombre une 
séquence d’ADN à partir d’une faible quantité.  
Le mélange réactionnel était composé, suivant les recommandations du fabricant 
(Invitrogen
TM
, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) : de 2,5μL de High Fidelity 
PCR Buffer 10X, 0,5μL de dNTP à 10 mM, 2 μl de MgSO4 à 50 mM, 0,5 μL d’amorce sens à 
10 μM, 0,5 μL d’amorce anti-sens à 10 μM (Tableau 2), 0,1μL de Platinum® Taq High 
Fidelity, 6μL de produit de rétrotranscription et de 12,9 μL d’eau exempte de nucléase. 
L’amplification a été réalisée à l’aide d’un thermocycleur Mastercycler® epgradient S dans 
les conditions suivantes: dénaturation initiale de 2 minutes à 94°C, 30 cycles de 30 secondes à 
94°C, 30 secondes à 58°C et 30 secondes à 68°C, puis une étape d’élongation finale de 10 
minutes à 68°C.  
Tableau 2 : Amorces pour l’amplification du MNV 






4- Electrophorèse de l’ADN  
Les fragments d’ADN sont séparés par électrophorèse horizontale en gel d’agarose. La 
concentration d’agarose est dépendante de la taille des fragments à séparer, plus la taille de 
l’amplicon est faible plus la concentration en agarose doit être importante. L’amplicon à 
séparer faisant 129pb, une concentration de 3% d’agarose (Fisher scientific, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, USA) a été adoptée.  
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Les produits PCR, une fois le bleu de charge ajouté (6X Mass ruler loading dye 
solution, Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA), ont été séparés par 
électrophorèse à 3 Volts/cm pendant 45 minutes dans un tampon TBE 1X (Tris 0,1M, Borate 
0,09M, EDTA 1mM) (Invitrogen
TM
, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA). Un 
marqueur de taille a également été déposé afin d’évaluer et vérifier la taille de l’amplicon (50 
bp DNA Ladder, Invitrogen
TM
, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).Après une 
coloration de 15 minutes dans une solution de bromure d’éthidium (BET) à 0,5 μg/mL 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), les bandes d’intérêts correspondantes aux amplicons ont été 




Chapitre 4 : Modèle murin d’infection pulmonaire 
1- Animaux 
Les animaux utilisés lors de cette étude sont des souris mâles de type sauvage de fond 
génétique C57BL/6J, de huit à dix semaines, provenant des laboratoires Janvier (Le Genest 
St-isle F-53941 Saint Berthevin). Les souris sont toutes exemptes de microorganismes 
recherchés sur liste FELASA (the Federation of Laboratory Animal Science Associations) et 
les rapports des fournisseurs ont indiqué que les souris étaient négatives pour le norovirus 
murin.  
Les animaux ont été hébergés en portoir ventilé ou en micro-isolateur à l’institut 
Pasteur de Lille. Les souris avaient libre accès à un régime alimentaire standard de laboratoire 
dans des conditions de températures et d’exposition à un cycle de la lumière d’une demi-
journée.  
Toutes les études sur les animaux ont été approuvées par la commission d'examen 
expérimental du Nord-Pas-de-Calais. Tous les expériences animales ont été réalisées dans un 
établissement agréé (N ° B59-108) selon les directives gouvernementales N ° 86/609 / CEE. 
 
2- Instillation par gavage de l’inoculum viral 
Les souris C57BL/6J ont été infectées par gavage oral (Animal feeding needles, 
Havard Apparatus, Holliston, USA) avec 100µL de suspension virale de MNV S99, les souris 
contrôles ont reçu 100µl de PBS per os. Lorsque les souris sont infectées par la suspension 
virale de MNV S99, elles ont reçu à chaque fois 1.10
7
 UFP. Cet inoculum viral n’induit pas 
de pathologie, cependant, un laps de temps d’une semaine semble nécessaire à la colonisation 
de la souris par le virus.  
 
3- Instillations intra-nasales et inocula bactériens  
Les souris ayant préalablement reçu le MNV ou le PBS per os, sont anesthésiées pour 
une courte durée (30 secondes) au Sevoflurane (Sevoflurane, Baxter, Maurepas, France). Elles 
sont instillées par voie intra-nasale à l’aide d’une micropipette avec 40 µL de suspension 
bactérienne contenant l’inoculum bactérien désiré ou avec du PBS. Les souris sont remises en 
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cage après leur réveil et appréciation clinique de leur vitalité. Différents inocula bactériens ont 
été utilisés afin de réaliser les différents modèles d’agression pulmonaire aiguë in vivo. 
L’inoculum du modèle d’agression pulmonaire aiguë, soit 2.106UFC/souris, a été calibré afin 
d’obtenir une lésion pulmonaire suffisante et une mortalité nulle à 24 heures et 48 heures. A 
l’inverse l’inoculum utilisé pour les expériences de survie, soit 5.106 UFC/souris, induit une 
mortalité de 100% à 96 heures chez les souris sauvages C57BL/6J.  
 
Figure 9 : Chronologie du protocole d’infection. PBS : Phosphate buffer saline ; MNV : 
Norovirus murin ; CHA : souche de P. aeruginosa. 
 
4- Modèle de survie à 96 heures 
Les souris C57BL/6J ont été infectées par gavage oral avec 1.10
7
 UFP de MNV S99, 
les souris témoins ont reçu du PBS. Sept jours plus tard, le modèle d'infection pulmonaire 
aiguë a été induit par instillation intranasale de P. aeruginosa. L’inoculum létal de 5.106 
UFC/souris ou le PBS a été administré par voie intranasale selon la figure 10 ci-contre. Les 
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Figure 10 : Protocole du modèle de survie  
 
5- Modèle d’agression pulmonaire aiguë  
Les souris C57BL6/J ont été infectées par gavage oral avec 1.10
7
 UFP de MNV S99, 
les souris témoins ont reçu du PBS. Sept jours plus tard, l'infection pulmonaire aiguë a été 
réalisée par instillation intranasale de P. aeruginosa. L’inoculum sub-létal de 
2.10
6
UFC/souris ou le PBS ont été administrés par voie intranasale (Figure 11). Les souris ont 
été pesées quotidiennement et la souffrance animale évaluée. Toutes les souris ont été 
sacrifiées 24 heures après instillation de P. aeruginosa. 
 
Figure 11 : Protocole du modèle d’infection aigue 
 
6- Score clinique 
L'évolution du score clinique se base sur l’évaluation de l'aspect des animaux sur 4 
critères pour un score final de 0 à 10 (la température du corps, l'apparence du poil, le 




















Tableau 3 : Critère d’évaluation du score clinique 
Score Mouvement Fourrure Température 
0 Mobile Lisse Normale 
1 Peu mobile Hérissée  
2 Prostrée  Froide 
 
Le score clinique est calculé avec la formule ci-dessous : 
Score de maladie 
= [(score fourrure + score température + score mouvement) + (% perte de poids/(-5))] 
 
7- Mise à mort des souris 
La mise à mort des animaux est réalisée 24 heures après l’instillation de P. aeruginosa 
dans le modèle d’agression pulmonaire aiguë par surdosage de Pentobarbital sodique. 
L’euthanasie se fait par l’injection en intra-péritonéale de Pentobarbital sodique 20% à la dose 




Chapitre 5 : Analyse de la réponse de l’hôte 
1- Exsanguination  
Après ouverture de la cage thoracique, le sang est prélevé par ponction au niveau du 
ventricule droit au moyen d’une aiguille montée sur une seringue pré-héparinée. Le sang est 
centrifugé 15 minutes à 2000g afin de récupérer le sérum. Le sérum permettra de réaliser 
l’évaluation de la lésion pulmonaire. Il sera ensuite conservé à -80°C afin de réaliser 
d’éventuels dosages cytokiniques par ELISA.  
 
2- Lavage broncho alvéolaire 
La trachée est mise à nue par méthode chirurgicale et une aiguille de 24 G monté sur 
un cathéter (Popper & Sons, New Hyde Park, USA) est introduite, via l’oropharynx, en 
endotrachéale. Après avoir étanchéifié le système en nouant un fil autours de la trachée dans 
laquelle se trouve la canule, 500 microlitres de PBS sont injectés dans les poumons via la 
seringue montée sur la canule puis récupérés. Cette opération est répétée deux fois. Les 1,5ml 
de liquide de lavage broncho alvéolaire (LBA) sont conservés à 4°C jusqu’à leur utilisation. 
Le LBA est centrifugé 10 minutes à 300g. Le surnageant est prélevé afin de réaliser 
l’évaluation de la lésion pulmonaire, puis conservé à - 80°C afin de réaliser d’éventuels 
dosages cytokiniques par ELISA. 
 
3- Formule des liquides de lavage broncho alvéolaire 
Le culot cellulaire obtenu à l’issu du LBA est repris dans 500µL de tampon de lyse 
ACK-lysing Buffer (Gibco
®
 Life Sciences, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) 
puis laisser 10 min à température ambiante afin de lyser les globules rouges. Après 
centrifugation, le culot cellulaire est resuspendu dans 1ml de PBS. Dix microlitres de cette 
suspension sont prélevés et mélangés à 10 µl de bleu trypan. Une numération cellulaire est 
effectuée en cellule de Malassez. Les concentrations des LBA sont normalisées en PBS à 
1.10
6 
cellules/ml. Un dépôt sur lame de verre dégraissée d’une monocouche cellulaire à partir 
de 100µl de cette suspension est réalisé par centrifugation au cytospin (Cytospin shandon, 
Waltham, USA).  
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Après séchage, les lames sont colorées au May Grünwald Giemsa (CML, Nemours, 
France). Les formules cellulaires ont été obtenues par comptage de 200 cellules / échantillon 
et chaque type de cellule est exprimé en tant que pourcentage du nombre total de cellules 
comptées.  
 
4- Quantification de la charge bactérienne pulmonaire 
Après récupération du LBA, les poumons sont prélevés et homogénéisés dans 1 ml de 
PBS stérile dans un microtube. Le microtube contenant le PBS a été préalablement pesé avant 
de recevoir l’organe. L’échantillon est broyé (Ultra-Turrax, IKA, Wilmington, USA) pendant 
10 secondes et le broyeur est lavé entre chaque selon un protocole comprenant quatre lavages 
(eau stérile, éthanol absolu, eau stérile, eau stérile). Le broyat de poumon est dilué en cascade 
dans du PBS 1X stérile et les dilutions en série étalées sur géloses BCP. Après 24 heures 
d’incubation à 37°C des géloses ensemencées, les souches de P. aeruginosa sont dénombrées 
selon leur aspect visuel et leur caractère lactose négatif. Le dénombrement bactérien est 
rapporté au poids du poumon pesé pour chaque échantillon.  
 
5- Dissémination splénique 
Une incision est réalisée afin de prélever la rate. Celle-ci est ensuite déposée dans un 
microtube contenant 1 ml de PBS puis broyée selon la même procédure que le poumon. Les 
colonies de P. aeruginosa sont comptées après étalement de dilutions en série sur gélose BCP 
et incubation à 37°C pendant 24h. 
 
6- Evaluation de la lésion pulmonaire  
La perméabilité alvéolo-capillaire est évaluée par la mesure du passage alvéolo-
interstitiel d’albumine marquée à l’Iso-ThioCyanate de Fluoresceine (FITC) (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA), injectée en intra-péritonéal. La fluorescence du LBA mesurée est 
proportionnelle à la concentration d’albumine-FITC dans le sang et au degré de lésion de la 
barrière alvéolo-capillaire.  
Une injection par voie intra-péritonéale de 200 µl de PBS contenant 2 mg/ml 
d’albumine-FITC a été réalisée 2 heures avant l’euthanasie des souris. Un volume de 100 µl 
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de sérum et de LBA préalablement prélevés sont déposés dans une plaque 96 puits et la 
fluorescence mesurée pour chacun des échantillons (Excitation: 487nm, Emission:520nm), 
(Mithras LB 940, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Un ratio est établi, 
permettant de calculer la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire [358].  
 
7- Dosage des cytokines dans le surnageant de LBA par ELISA 
Les dosages cytokiniques des surnageants de LBA ont été effectués par méthode 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) à l’aide des kits de Peprotech, selon les 
informations du fabriquant. Les trois cytokines dosées sont le TNF𝛼, l’IL-6 et l’IL-10. 
 
8- Mesures de l’expression des transcrits par PCR quantitative 
8-1. Extraction des ARN du tissu pulmonaire.  
Des prélèvements de poumon ont été réalisés lors du sacrifice et les échantillons 
conservés à -80°C dans du Lysis Buffer. Les extractions des ARN du tissu pulmonaire ont été 
réalisées à l’aide du kit GeneJET RNA Purification Kit® (ThermoScientific, Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, USA), et selon le protocole indiqué par le fabriquant. Les poumons 
sont broyés à l’aide de l’ultraturex dans un tampon de lyse contenant du dithiothréitol (DTT) 
et un agent chaotropique (thiocyanate de guanidine) capable de protéger l’ARN de l’activité 
des ARNases. Le lysat de poumon ainsi obtenu est mélangé à une solution contenant de la 
protéinase K et de l’éthanol afin de fluidifier l’échantillon, puis transféré dans une colonne de 
purification en silice. L’ARN contenu dans le lysat pulmonaire est retenu au niveau de la 
membrane de la colonne de purification grâce à des centrifugations successives. L’ajout de 
tampons de lavage dans la colonne de purification suivis par des centrifugations permet 
d’éliminer les impuretés de la membrane. Enfin l’ARN retenu sur la membrane est élué par 
ajout dans la colonne, d’eau sans ARNases.  
 
8-2. Dosages des acides nucléiques 
La quantité d’ARN totale obtenue pour chaque échantillon est mesurée par densité 
optique à 260nm et 280nm au moyen d’un spectrophotomètre NanoVue PlusTM (GE 
Healthcare, France). Le rapport de l'absorbance à 260 nm et 280 nm est utilisé pour évaluer la 
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pureté de l'ARN. Un ratio de ~2,0 est généralement accepté comme «pur» pour l'ARN. Les 
échantillons sont ensuite conservés à -80°C jusqu’à utilisation.  
 
8-3. PCR quantitative  
Après une étape de rétro-transcription de l’ARN tissulaire extrait, les réactions de PCR 
quantitative en temps réel ont été réalisées en chimie SYBR
®
Green à l’aide du kit Kapa 
SYBR
®
 fast universal Q-PCR (Kapa biosytems, Wilmington, USA) sur un appareil 
thermocycleur Applied Biosystems 7900 HT Fast Real Time PCR.  
Le SYBR
®
Green est un agent intercalant capable de se lier à l’ADN double brin. 
Lorsque le SYBR
®
Green est en solution, il émet peu de fluorescence mais son émission de 
fluorescence augmente en étant lié à l’ADN double brin. Cette technique repose 
exclusivement sur la spécificité des amorces choisies. Lors de l’étape d’élongation, l’agent 
intercalant se fixe à l’ADN double brin naissant, ce qui conduit à une augmentation de la 
fluorescence. A chaque fin de cycle d’élongation, l’émission de fluorescence est mesurée et 
diminue à l’étape suivante lorsque l’ADN est dénaturé. La Q-PCR est positive lorsque le 
nombre de cycle permet la détection d’un signal. Le moment d’apparition du signal est appelé 
cycle seuil ou Ct (cycle threshold). Afin de valider la Q-PCR, la courbe de dissociation doit 
être étudiée. Chaque produit d’ADN double brin synthétisé possède une température de fusion 
qui lui est spécifique appelée melting temperature ou Tm, définie comme étant la température 
à laquelle la moitié de l’ADN est sous forme double brin et l’autre moitié sous forme simple 
brin. Cette température est représentée par un unique pic sur la courbe de dissociation. 
Lorsque plusieurs pics sont observés, cela signale la présence d’amplification non spécifique 
avec un Tm différent de l’amplicon d’intérêt. 
Les amorces utilisées dans les réactions d’amplification ont dû être évaluées. Les 
quantités d’amorces, donnant la meilleure efficacité de la réaction d’amplification, ont été 
sélectionnées. Ainsi, des concentrations d’amorces allant de 150nM à 800nM ont été testées 
pour les gènes cibles. Les séquences des amorces ainsi que leurs concentrations d’utilisation 
sont présentées dans le tableau 4. 
Les produits issus de la rétrotranscription ont été préalablement dilués avec de l’eau 
sans ARNases afin d’obtenir une concentration finale à 2,5 ng/µl. Le volume de chaque 
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réaction est de 20 µl, contenant 10µl de Kapa SYBR®, 150 à 600 nM de chaque amorce 
(Tableau 4), 0, 4µl de High Rox, 4 µl d’ADN matrice et de l’eau sans ARNases QSP 20µl.  
L’amplification PCR a été effectuée dans les conditions suivantes : dénaturation 
initiale de 4 minutes à 95°C, suivie de 40 cycles d’amplification avec une dénaturation de 5 
secondes à 95°C, une étape d’appariement et d’extension simultané de 30 secondes à 60°C 
complété par une courbe de dissociation (15 secondes à 95°C, 15 secondes à 60°C et 15 
secondes à 95°C. 
 
Tableau 4 : Oligonucléotides utilisées lors de cette étude 















































8-4. Analyse par la méthode des comparatives Ct.  
L’expression de chaque gène a été normalisée grâce à la β-actine, un gène rapporteur 
de contrôle, et les résultats ont été analysés selon la méthode du ΔΔCt à l’aide du logiciel SDS 




Chapitre 6 : Analyses statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Prism 5 (Graph-Pad 
Software, San Diego, USA). Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM (écart standard à 
la moyenne). Les variables quantitatives des expérimentations de culture cellulaire sont 
analysées grâce à une analyse de variance à deux facteurs (Two- way Anova) suivi d’un post 
test de Bonferonni lorsque celles-ci sont significatives. Dans le cadre des expérimentations 
animales, les comparaisons des groupes ont été analysées avec le test non paramétrique de 
Mann-Whitney. Les courbes de survie ont été analysées à l'aide du Log-rank test (Mantel-
Cox). La significativité a été acceptée à * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. 
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Partie 3 : Résultats 
Chapitre 1 : Le MNV induit une inhibition de l'IL-6 et du TNF-α 
par les BMDMs en réponse à P. aeruginosa 
Afin de visualiser un possible phénomène d'immunomodulation induit par le norovirus 
murin S99, des macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris ont d'abord été infectés 
par le MNV S99 et 24 heures plus tard avec la souche CHA de Pseudomonas aeruginosa. 
L’IL-6 et le TNF-α ont été dosés dans les surnageants de culture par ELISA et les résultats 
obtenus présentés dans la figure 12. 
A     B 
 
Figure 12: Le norovirus murin S99 induit une inhibition de la production d'IL-6 et du 
TNF-α par les BMDMs en réponse à P. aeruginosa. (A, B, C) Les BMDMs de souris WT 
ont été infectés par le MNV S99 (MOI: 0,01, 0,1 et 1) puis après 24h d’incubation, surinfectés 
par la souche CHA (MOI: 2, 5). (A) L’IL-6 et (B) le TNF-α des surnageants cellulaires ont été 
dosés par ELISA. (A, b) Les analyses statistiques ont été réalisées par Two way ANOVA 
suivi par un post-test de Bonferroni (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001). 
 
Les concentrations en IL-6 et TNF-α obtenues dans les conditions contrôles, CHA et 
MNV MOI 0, sont proches du seuil de détection de l’ELISA. 
Les doses infectieuses de MNV utilisées lors de la simple stimulation (MOI CHA de 
0) n’induisent pas de production d’IL-6 et de TNF-α, les concentrations obtenues étant 
similaires aux conditions contrôles. A l’inverse, la production d’IL-6 et de TNF-α a été 
fortement augmentée en réponse à une stimulation simple par la souche CHA de P. 










































aeruginosa, de plus un effet dose peut être observé. En effet, la concentration d’IL-6 obtenue 
à MOI 5 est 1,5 fois plus élevée qu’à MOI 2.  
Dans les conditions de double stimulation, la production d’IL-6 et de TNF-α par les 
BMDMs pré-stimulés avec le MNV en réponse à CHA a été très significativement réduite. De 
plus, le phénomène de diminution de sécrétion de cytokines pro-inflammatoire est d’autant 
plus important aux faibles multiplicités d'infections du MNV S99 utilisées. 
A la vue des résultats, cette expérience a permis de mettre en évidence l'existence d'un 
phénomène d'immunomodulation par le norovirus murin S99 de la réponse pro-inflammatoire 




Chapitre 2 : Vérification du statut sanitaire 
Les animaux utilisés lors de cette étude sont négatifs pour la recherche de norovirus 
murin d’après les statuts sanitaires joints par le fournisseur. Néanmoins, il est important de 
montrer que les souris une fois hébergées ne contractent pas le norovirus murin, afin de 
s’assurer de la qualité des expériences. En effet, le norovirus murin n’étant pas sur la liste 
FELASA, des animaux hébergés dans le même environnement peuvent être source de 
contamination. Ainsi, des fèces d’animaux hébergés ont été récupérées 1, 2 et 3 semaines 
après leurs arrivées afin de détecter par PCR une éventuelle contamination (Figure 13).  
 
Figure 13 : Recherche de MNV par PCR. Des échantillons de fèces ont été récupérés 1 
semaine (1), 2 semaines (2) et 3 semaines (3) après la réception des souris afin de tester la 
présence de MNV. Les ARN viraux extraits des fèces ont été rétrotanscripts puis amplifiés par 
PCR. Les produits PCR des échantillons (1-3), du témoin négatif (T-) et du témoin positif 
(T+) ont été additionnés de bleu de charge puis déposés sur gel d’agarose 3%. Après 45 
minutes de migration à 3V/cm et un bain de BET, les amplicons sont visualisés sous UV. 
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La visualisation sur le gel d’une bande correspondant à un amplicon de 129pb pour le 
puits témoin positif ainsi que l’absence d’amplicon pour le dépôt du contrôle négatif assurent 
du bon déroulement de la PCR. De plus, aucune bande n’est visible pour les échantillons de 





Chapitre 3: L'infection au norovirus murin augmente la survie 
des souris dans un modèle de pneumonie aiguë à P. aeruginosa  
Il a été démontré précédemment, in vitro, que la pré-stimulation par le MNV S99 
module la production de cytokines par les BMDMs en réponse à l'infection à P. aeruginosa. 
Ces diminutions de sécrétions de cytokines pro-inflammatoires engendrées par le virus 
pourraient avoir des conséquences in vivo sur le pronostic vital des souris infectées à P. 
aeruginosa.  
Afin de déterminer si une infection établie par le MNV module l'infection à P. 
aeruginosa, une survie de 96h a été réalisée. Après 7 jours de colonisation par le virus, les 
souris ont été infectées par instillation intranasale de P. aeruginosa. Les courbes de survie des 
quatre groupes de souris sont présentées dans la figure 14. 
 
Figure 14: Survie à 96 heures. Les souris ont été infectées par voie orale avec 1.10
7
 UFP de 
MNV ou ont reçu du PBS (n = 10 / groupe). Une semaine plus tard, les souris ont été 
infectées par instillation intranasale de 5.10
6
 UFC de P. aeruginosa ou ont reçu du PBS. La 
létalité a été surveillée au cours des 96 heures suivants l'infection à P. aeruginosa.*, P < 0.05 
par comparaison avec le contrôle PBS / PBS; **, P < 0.01 par comparaison avec le contrôle 
PBS / PBS; ***, P < 0.001 par comparaison avec le contrôle PBS / PBS; °P < 0.05 par 

































Aucune mortalité n'a été observée pour les deux groupes contrôles PBS / PBS et MNV 
/ PBS. Une dose de 5.10
6
 UFC de la souche CHA de P. aeruginosa a induit en 48 heures 
100% de létalité pour le groupe PBS / CHA. En revanche, l'infection à P. aeruginosa chez les 
souris pré-infectées par le MNV a été associée à un taux de survie de 40% (Figure 14). 
Par conséquent, la souche de norovirus murin S99 est capable de moduler l’infection à 





Chapitre 4 : Le norovirus murin entraine une variation des 
paramètres de réponse de l’hôte à l’infection pulmonaire à P. 
aeruginosa 
1- L'infection au norovirus murin diminue les lésions pulmonaires à P. 
aeruginosa ainsi que le recrutement cellulaire et la dissémination 
bactérienne 
Précédemment, il a clairement été démontré que le norovirus murin module l’infection 
pulmonaire à P. aeruginosa en entrainant une amélioration du pronostic vital. Afin d’élucider, 
les raisons d’une meilleur survie en cas de pré-infection par le MNV, les mécanismes 
physiologiques de réponse d’une pneumonie à P. aeruginosa, ont été étudiés. Ainsi, une 
semaine après avoir reçue 1.10
7
UFP de MNV S99 ou du PBS pour les contrôles, les souris ont 
été infectées avec une dose sub-létale de P. aeruginosa à 2.10
6
UFC et euthanasiées 24 heures 
après l'instillation. Toutes les analyses ont été effectuées 24 heures après l’infection 
bactérienne.  
Les groupes contrôles, PBS / PBS et MNV / PBS, n’ont montré aucune variation de 
poids ni de modification de la symptomatologie clinique. Chez les souris infectées par P. 
aeruginosa, le poids a diminué de manière significative et le score clinique a augmenté 
significativement. La pré-infection par le MNV n'a pas empêché la perte de poids consécutive 
à l’infection à P. aeruginosa, mais a permis de réduire considérablement la valeur du score 
clinique par rapport au groupe de souris PBS / CHA (Figure 15AB). 
En ce qui concerne la perméabilité alvéolo-capillaire pulmonaire à 24 heures, le flux 
sortant du traceur de la protéine dans le groupe MNV / PBS a été comparable au groupe PBS / 
PBS témoin. Chez les animaux infectés PBS / CHA, une augmentation significative de la 
perméabilité a été observée. Les souris prétraitées au MNV puis infectées par P. aeruginosa 
présentent une légère augmentation de la perméabilité par rapport aux groupes témoins, mais 
significativement inférieure au groupe PBS / CHA (Figure 15C). 
Les numérations cellulaires des lavages broncho-alvéolaire étaient similaires pour les 
groupes PBS / PBS et MNV / PBS. L’infection à P. aeruginosa a induit une augmentation 
significative du nombre de cellules totales. Par ailleurs, la pré-infection au MNV a entrainé 
une diminution significative de la cellularité du LBA par rapport au groupe PBS / CHA 
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(Figure 15D). De plus, l'analyse différentielle des cellules a montré une diminution du 
recrutement des neutrophiles et des lymphocytes dans le groupe MNV / CHA par rapport au 
groupe PBS / CHA (Figure 15EF). 
 
Figure 15: Evaluation physiologique et de la perméabilité alvéolo-capillaire. Les souris 
ont été infectées par voie orale avec 1.10
7
 UFP de MNV ou ont reçu du PBS (n = 10 / 
groupe). Une semaine plus tard, les souris ont été infectées par instillation intranasale de 2.10
6 
UFC de P. aeruginosa ou ont reçu du PBS. La variation pondérale (A) et le score de maladie 
(B) ont été évalués et les souris sacrifiées à 24 h post-infection. La lésion pulmonaire a été 
évaluée par la perméabilité de la barrière alvéolo-capillaire (C) et les cellules du lavage 










































































































































Aucune colonie de Pseudomonas aeruginosa n’a été observée chez les souris non 
infectées par la souche CHA. Les charges bactériennes pulmonaires ne sont pas 
significativement différentes entre les groupes PBS / CHA et MNV / CHA. Cependant, la 
charge bactérienne obtenue dans la rate, signant une dissémination de la bactérie, a été 
significativement diminuée pour le groupe MNV / CHA par rapport au groupe PBS / CHA 
(Figure 16). 
 
Figure 16:Paramètres microbiologiques. Les souris ont reçu per os 1.10
7
 UFP de MNV ou 
du PBS (n = 10 / groupe). Une semaine plus tard, les souris ont été infectées par instillation 
intranasale de 2.10
6
 UFC de P. aeruginosa ou ont reçu du PBS. La charge bactérienne dans 
les poumons (A) et la rate (B) a été évaluée par dilution et étalement d’homogénat de rate ou 
du poumon. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; nd: non détecté. 
 
2- L'infection au norovirus murin module la réponse pro-inflammatoire 
induite par P. aeruginosa 
Dans les mêmes conditions expérimentales, le niveau de concentration de cytokines 
pro-inflammatoire dans le lavage broncho-alvéolaire a été étudié.  
Les concentrations en IL-6 et TNF-α obtenues dans les LBA des deux groupes 
contrôle PBS / PBS et MNV / PBS sont très faibles et non significativement différentes. En 
réponse à l’infection pulmonaire à P. aeruginosa, les niveaux de concentrations en cytokines 
pro-inflammatoire sont significativement augmentés par rapport au groupe contrôle PBS / 
PBS. De plus, la production de ces deux cytokines pro-inflammatoires en réponse à une 
infection aiguë a été significativement réduite chez les souris pré-exposées au MNV par 
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rapport au souris non exposées PBS / CHA. La réponse anti-inflammatoire a été explorée par 
le biais d’un dosage de l’IL-10 dans le LBA. L’infection simple par le MNV, groupe MNV / 
PBS, a induit une production d’IL-10 significativement supérieure au groupe contrôle PBS / 
PBS. L’infection simple par la souche CHA, groupe PBS / CHA, a induit une augmentation 
significative de la sécrétion d’IL-10 en comparaison au groupe contrôle PBS / PBS et 
significativement supérieure au groupe MNV / CHA. Le groupe MNV / CHA présente une 
production d’IL-10 non significativement différente du groupe contrôle MNV / PBS mais 
significativement augmentée par rapport au groupe PBS / PBS (Figure 17). 
 
Figure 17: La réponse inflammatoire analysée par ELISA. Les souris ont été infectées per 
os avec 1.10
7
 UFP de MNV ou ont reçu du PBS (n = 10 / groupe). Une semaine plus tard, les 
souris ont reçu par instillation intranasale 2.10
6
 UFC de P. aeruginosa ou du PBS. (A) L’IL-6 
(B) le TNF-α et (C) l’IL-10 ont été mesurés par ELISA dans des surnageants de LBA. *, P < 
0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. 
L’investigation de la réponse pro-inflammatoire a été poursuivie par la réalisation de 
RT Q-PCR sur des échantillons de poumon avec une mesure des expressions relatives de l’IL-
6, du TNF-α, de l’IL-1β, de l’IL-17A et de l’IFN-α (Figure 18). 
A B
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Toutes les cytokines pro-inflammatoires analysées ont un profil similaire entre elles et 
à ceux obtenues par la technique ELISA. Les niveaux d’expression relative sont inchangés 
pour le groupe MNV / CHA par rapport au groupe contrôle PBS / PBS. Lors de l’infection 
pulmonaire à CHA, les niveaux d’expression relative des différentes cytokines pro-
inflammatoires ont significativement augmentés. A nouveau, chez les souris prétraitées au 
MNV, l’augmentation de l’expression relative des cytokines pro-inflammatoire est 
significativement inférieure au groupe PBS / CHA.  
 
Figure 18: La réponse pro-inflammatoire analysée par RT-QPCR. Les souris ont été 
infectées per os avec 1.10
7
 UFP de MNV ou ont reçu PBS (n = 10 / groupe). Une semaine 
plus tard, les souris ont reçu par instillation intranasale 2.10
6
 UFC de P. aeruginosa ou du 
PBS. L’expression relative de (A) l’IL-6, (B) du TNF-α, (C) IL-1β, (D) IL-17A et (E) IFN-α a 
















































































































































































3- L'infection au norovirus murin module la production de chimiokines en 
réponse à une infection pulmonaire à P. aeruginosa. 
Afin d’expliquer la diminution de recrutement cellulaire, l’expression relative d’un 
panel de chimiokines a été étudiée par RT Q-PCR sur les échantillons de poumons prélevés 
lors de l’autopsie des souris, dans les mêmes conditions expérimentales que précédemment 
(Figure 19).  
 
Figure 19: La production de chimiokines. Les souris ont été infectées per os avec 1.10
7
 
UFP de MNV ou ont reçu du PBS (n = 10 / groupe). Une semaine plus tard, les souris ont 
reçu par instillation intranasale 2.10
6
 UFC de P. aeruginosa ou du PBS. L’expression relative 
de (A) CXCL1, (B) CXCL2, (C) CXCL9 et CLXCL10 (D) a été mesurée par Q-PCR. *, P < 
0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. 
L’expression relative des gènes d’intérêts est inchangée chez les souris MNV / PBS 
par rapport au groupe contrôle PBS / PBS. Les niveaux de l’expression relative de toutes les 
chimiokines étudiées sont significativement augmentés suite à l’infection par la souche CHA 
de P. aeruginosa. Enfin, il a été constaté une augmentation significativement plus faible chez 
les souris pré-exposées à la souche S99 du norovirus murin en comparaison aux souris non 
exposées (Figure 19).  
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Partie 4 : Discussion 
Le norovirus murin est fréquemment rencontré dans les animaleries de recherche 
soulevant la question de son influence potentielle dans des modèles murins. Le MNV affiche 
un tropisme pour les cellules immunitaires et peut établir une infection persistante sans causer 
de maladie évidente chez des souris immunocompétentes [89]. Ce tropisme pour ces cellules 
de l’immunité suggère un effet potentiel sur l'inflammation et les réponses immunitaires. 
Afin de visualiser un possible phénomène d'immunomodulation induit par le norovirus 
murin S99, des macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris ont d'abord été infectés 
par le MNV S99 puis avec la souche CHA de Pseudomonas aeruginosa. Dans les conditions 
de double stimulation, la production d’IL-6 et de TNF-α par les BMDMs pré-stimulés avec le 
MNV en réponse à CHA a été très significativement réduite. Un protocole similaire de 
stimulation des BMBMs a été réalisé dans l’étude de Kim et al [116]. Dans cette étude, une 
stimulation simple des BMDMs avec la souche CW3 du MNV n’a pas induit de production de 
TNF-α, mais lors d’une double stimulation des BMDMs par le MNV puis P. aeruginosa la 
production de TNF-α s’est avérée significativement augmentée par rapport à une simple 
stimulation par P. aeruginosa. Lencioni et al ont également réalisé un protocole de double 
stimulation des BMDMs [115] et ont montré que l'incubation de BMDM avec le MNV 4 seul 
a provoqué des augmentations de l'expression des cytokines inflammatoires dont le TNF-α, et 
l’IL6. De plus, dans les conditions de double stimulation, MNV 4 et H. bilis tué par 
sonication, une augmentation de l’expression relative de l’IL-6 et du TNF-α des BMDMs a 
été observée. Les différences de résultats constatées peuvent être attribuées à des spécificités 
de paramètres de protocole, souches bactérienne et virale utilisées. Notre travail a permis de 
mettre en évidence l'existence d'un phénomène d'immunomodulation par le norovirus murin 
S99 de la réponse pro-inflammatoire consécutive à une infection bactérienne 
Depuis la découverte de ce virus, la plupart des études publiées ont porté sur 
l'interférence du MNV dans des modèles murins de maladie inflammatoire de l'intestin (IBD). 
Par exemple, des souris ATG16L1 infectées par la souche MNV CR6 présentent plusieurs 
caractéristiques de la maladie de Crohn humaine après administration de dextran sulfate de 
sodium par rapport à des souris infectées avec la souche MNV CW3 [118].  
Malgré le grand nombre d'études publiées sur le norovirus murin, les conséquences du 
MNV dans des modèles infectieux murins autres que ciblant le tractus gastro-intestinal sont 
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méconnues. D’un point de vue général, les infections d’un modèle murin ne sont pas 
considérablement modifiées par le MNV. En effet, MNV CR6 ne modifie pas les réponses 
immunitaires chez les souris C57BL/6 co-infectées par le virus de Friend [369], le virus 
influenza A [109], le virus de la vaccine [109] ou le cytomegalovirus murin [117]. 
Il a été démontré précédemment, in vitro, que la pré-stimulation par le MNV S99 
module la production de cytokines par les BMDMs en réponse à l'infection à P. aeruginosa. 
Ces diminutions de sécrétions de cytokines pro-inflammatoires engendrées par le virus 
pourraient avoir des conséquences in vivo sur le pronostic vital des souris infectées à P. 
aeruginosa.  
Avant, la réalisation d’expérimentation animale, la présence du MNV a été testée dans 
l’animalerie. Les recherches de MNV dans des échantillons de fèces murines se sont avérées 
négatives. 
Afin de déterminer si une infection établie par le MNV module l'infection à P. 
aeruginosa, une survie de 96 heures a été réalisée. Après 7 jours de colonisation par le virus, 
les souris ont été infectées par instillation intranasale de P. aeruginosa. En effet, une 
colonisation d’une semaine de l’hôte par le virus semble être nécessaire à l’observation du 
phénotype. 
Le MNV administré seul, groupe MNV / PBS, n’a induit aucune mortalité. Cette 
observation est en adéquation avec la littérature. Ainsi, de nombreuses souches norovirus 
murin n’entrainent pas de mortalité chez les souris sauvages et reste asymptomatique [17, 
104]. Une dose de 5.10
6
 UFC de la souche CHA de P. aeruginosa a induit en 48 heures 100% 
de létalité pour le groupe PBS / CHA. Ce résultat obtenu est cohérant avec ceux publiés dans 
la littérature. En effet, un inoculum de 3.10
6
 UFC de la souche CHA administré en 
intratrachéal aux souris a induit 100% de mortalité en 40 heures [370]. En revanche, 
l'infection à P. aeruginosa chez les souris pré-infectées par le MNV a été associée à un taux 
de survie de 40%. Par conséquent, la souche de norovirus murin S99 est capable de moduler 
l’infection à Pseudomonas aeruginosa en augmentant la survie des souris dans un modèle de 
pneumonie aiguë. A notre connaissance, il s’agit de la première étude mettant en évidence un 
effet protecteur du norovirus murin lors d’une infection bactérienne pulmonaire. La majorité 
des études publiées à l’heure actuelle n’a pas mis en évidence d’impact du MNV dans un 
modèle murin de survie et d’autres impliquent certaines souches de MNV dans un pronostic 
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plus défavorable des souris. Les différences constatées peuvent résulter de la souche virale 
utilisée et des paramètres d’infections. 
Afin d’élucider, les raisons d’une meilleure survie en cas de pré-infection par le MNV, 
les mécanismes physiologiques de réponse d’une pneumonie à P. aeruginosa, ont été étudiés. 
Ainsi, un protocole similaire a été appliqué avec pour seules différences une dose sub-létale 
de P. aeruginosa et une euthanasie des animaux à 24 heures post-infection bactérienne.  
Le MNV inoculé seul n’a induit aucune variation de poids ni de modification du score 
clinique en corrélation avec les études précédemment publiées [17, 104]. Chez les souris 
infectées par P. aeruginosa, le poids a diminué de manière significative et le score clinique a 
augmenté significativement en accord avec la littérature [341]. La pré-infection par le MNV 
n'a pas empêché la perte de poids consécutive à l’infection à P. aeruginosa, mais a permis de 
réduire considérablement le score clinique par rapport au groupe de souris PBS / CHA. Ainsi, 
les souris ayant reçu le MNV avant l’infection bactérienne étaient objectivement moins 
malades.  
De plus, le prétraitement des souris au MNV a permis de réduire de manière très 
significative la perméabilité alvéolo-capillaire consécutive à l’infection pulmonaire aiguë à P. 
aeruginosa. La perméabilité alvéolo-capillaire est un paramètre peu étudié dans la littérature, 
mais les valeurs obtenues dans le cadre de cette étude sont du même ordre que celles obtenues 
dans la littérature lors d’une infection pulmonaire aiguë [277, 358, 371]. Une augmentation de 
la perméabilité alvéolo-capillaire traduit la présence d’une lésion pulmonaire qui ici a pu être 
induite par les facteurs de virulence de la bactérie mais aussi par une réponse pro-
inflammatoire excessive. Cette lésion peut aussi conduire à une dissémination bactérienne 
dans la circulation sanguine et un choc septique.  
Les charges bactériennes pulmonaires ne sont pas significativement différentes entre 
les groupes infectés par P. aeruginosa avec ou sans pré-infection par le MNV. Cependant, une 
dissémination bactérienne a été observée pour les groupes infectés par CHA, mais la charge 
bactérienne splénique a été significativement diminuée pour le groupe MNV / CHA par 
rapport au groupe PBS / CHA. Ces localisations secondaires sont une conséquence de la 
lésion pulmonaire est non la cause. La littérature met en évidence la capacité de certaines 
souches de P. aeruginosa a détruire l'intégrité de la barrière épithéliale alvéolaire, ce qui 
provoque une nécrose rapide de l'épithélium pulmonaire et la diffusion des bactéries dans la 
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circulation [277, 372] Des analyses permettant d’expliquer ces différences de lésion 
pulmonaire ont été effectuées. 
Ainsi, les numérations cellulaires des lavages broncho-alvéolaire ont mis en évidence 
une forte augmentation du recrutement cellulaire au niveau du poumon en cas d’infection à 
CHA. En cas d’infection pulmonaire avec la souche CHA, un fort recrutement cellulaire et 
particulièrement de neutrophiles a déjà été décrit [277, 373]. Néanmoins, la pré-infection au 
MNV a entrainé une diminution significative du recrutement cellulaire et en particulier des 
neutrophiles. Ce recrutement modéré de neutrophiles permettrait d’éviter la lésion tissulaire 
consécutive au déversement de l’arsenal enzymatique de ces cellules. 
Des cytokines et chimiokines sont capables de recruter et d’entretenir l’activation des 
neutrophiles. En réponse à l’infection pulmonaire à P. aeruginosa, les niveaux de 
concentrations en cytokines pro-inflammatoire du LBA, IL-6 et TNF-α, sont significativement 
augmentés par rapport au groupe contrôle non infecté. En effet, il a précédemment été 
démontré qu’une infection pulmonaire aiguë à P. aeruginosa entraine une importante réponse 
pro-inflammatoire [341, 370]. De plus, la production de ces deux cytokines pro-
inflammatoires en réponse à une infection aiguë a été significativement réduite chez les souris 
pré-exposées au MNV par rapport aux souris non exposées.  
L’investigation de la réponse pro-inflammatoire a été poursuivie par RT-QPCR sur 
des échantillons de poumon récupérés lors de la mise à mort des souris. Egalement, les 
niveaux d’expression relative de L’IL-6, du TNF-α, de l’IL-1β, de l’IL-17A et de l’IFN-α se 
sont avérés augmentés en réponse à l’infection pulmonaire à P. aeruginosa. Et pareillement, 
ces niveaux d’expression relative sont significativement réduits en cas de pré-sensibilisation 
au MNV avant l’infection bactérienne. 
A nouveau, les niveaux d’expression relative de toutes les chimiokines étudiées sont 
significativement augmentés suite à l’infection P. aeruginosa comme précédemment décrit 
dans la littérature scientifique [341, 370]. Enfin, il a été constaté une augmentation 
significativement plus faible chez les souris pré-exposées à la souche S99 du norovirus murin 
en comparaison aux souris non exposées. 
Par conséquent, la forte mortalité et la lésion pulmonaire observée chez les souris 
infectées par la souche CHA est consécutive à la réponse inflammatoire excessive. En effet, la 
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souche de norovirus murin S99 induit une atténuation de la réponse pro-inflammatoire 
protégeant ainsi les souris prétraitées. 
La réponse anti-inflammatoire a été explorée par le biais d’un dosage de l’IL-10 dans 
le LBA afin d’étudié son implication dans le phénomène d’atténuation de la réponse  
inflammatoire en cas de pré-infection des animaux par le virus. L’infection simple par le 
MNV a induit une production d’IL-10 significativement supérieure au groupe contrôle PBS / 
PBS. Néanmoins, lors de l’infection bactérienne ce profil cytokinique s’inverse. L’infection 
simple par la souche CHA, a induit une augmentation significative de la sécrétion d’IL-10 en 
comparaison au groupe contrôle PBS / PBS et significativement supérieure au groupe MNV / 
CHA. Il a précédemment été démontré que la production d’IL-10 était augmentée en cas 
d’infection pulmonaire aiguë à P. aeruginosa et que ce pic de production était maximal à 24 
heures post infection [341, 344]. De plus, de l’IL-10 recombinante administrée aux souris 
améliore la survie et la lésion pulmonaire consécutive à l’infection [344]. Ainsi, un modèle de 
survie à 96 heures a été réalisé selon la même procédure que précédemment sauf que les 
souris du groupe PBS / MNV avaient reçu de l’IL-10 recombinante 1 heures avant et 8 heures 
après l’infection à la souche CHA (données non montrées). Cependant, l’injection d’IL-10 n’a 
pas permis d’améliorer la survie de ces souris au niveau du groupe pré-sensibilisé au MNV. 
Par conséquent, l’IL-10 n’est peut-être pas responsable de l’atténuation du processus 
inflammatoire.  
Ainsi, le déroulement de la réponse immunitaire à Pseudomonas aeruginosa, suivant 
la pré-infection ou non au norovirus murin, est résumé dans la figure 20.  
Lors d’une infection simple, les acteurs de l’immunité innée vont détecter la présence 
de P. aeruginosa et en réponse produire des cytokines et chimiokines afin de recruter les 
cellules immunitaires. Néanmoins, le recrutement massifs et l’entretien de ces cellules par 
l’environnement cytokinique peut être délétère pour l’hôte. Les molécules pro-inflammatoires 
telles que le TNF-α contribuent à la défense de l’hôte contre le pathogène, mais peuvent aussi 
participer aux dommages des organes et à la létalité [374]. Par exemple, Kim et ses collègues 
ont montré que l'infection par la souche MNV-1 a augmenté la létalité induite par une 
infection secondaire par E. coli, et cela a été médiée en partie par la production de TNF-α 
[116]. 
De plus, l’activité lytique est exercée sur les cellules épithéliales détruisant les 
jonctions serrées et induisant l’apoptose et la nécrose des cellules alvéolaires. Les lésions d’un 
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côté sur l’épithélium alvéolaire et de l’autre côté sur l’endothélium conduisent à une 
augmentation de la perméabilité de la membrane alvéolo-capillaire et à une diminution de la 
fonction respiratoire. L’intégrité des barrières pulmonaires étant touchée, cela offre un accès 
aux bactéries à la voie systémique.  
 
Figure 20 : Déroulement de la réponse immunitaire à Pseudomonas aeruginosa, suivant 
la pré-infection ou non au norovirus murin 
Un phénomène pro-inflammatoire est également observé chez les souris prétraitées au 
MNV en réponse à l’infection bactérienne. Néanmoins, le norovirus a entrainé une réponse 
pro-inflammatoire atténuée, avec une diminution de la production de cytokines et chimiokines 
pro-inflammatoire et du recrutement cellulaire. Cette réponse immunitaire est diminuée d’une 
manière inconnue par la souche S99 du norovirus murin mais est toute aussi efficace, la 
charge pulmonaire étant contrôlée au même niveau que le groupe non sensibilisé au MNV. De 
plus, l’immunomodulation par le norovirus murin entraine une réponse pro-inflammatoire 




L’IL-10 ne semble pas être impliquée dans l’atténuation de la réponse pro-
inflammatoire par le norovirus murin. D’autres acteurs peuvent être impliqués dans ce 
phénomène d’atténuation. 
Des études ont mis en évidence que le MNV pouvait diffuser dans l’organisme par 
l’intermédiaire des cellules qu’il infecte. Par conséquent, le MNV peut se retrouver au niveau 
pulmonaire et détourner la machinerie cellulaire des cellules de l’immunité en faveur de sa 
réplication diminuant ainsi la réponse immunitaire.  
Récemment, Kernbauer et ses collègues ont mis en évidence un effet protecteur des 
souches CR6 et Ski du norovirus murin. En effet, l’administration de ces souches a amélioré 
la survie de souris traitées à un cocktail d’antibiotiques soumises à un protocole de colite 
chimique. De plus, les auteurs ont montré que l'infection virale par le MNV pouvait fournir 
une protection contre les lésions intestinales induite par C. rodentium [119]. 
Ainsi, un virus entérique animal peut fonctionner d'une manière analogue aux 




Partie 5 : Conclusions et Perspectives 
Les norovirus humains sont la principale cause de gastro-entérites épidémiques non 
bactériennes à travers le monde [19]. L'étude du norovirus humain a été entravée par l'absence 
d'un système de culture cellulaire efficace. En 2003, la première souche de norovirus murin a 
été isolée et caractérisée comme un agent pathogène sporadique et létal chez les souris knock-
out immunodéprimées [17]. Comme pour le norovirus humain, de nombreuses souches de 
MNV ont été isolées et leurs diversités biologiques rapportées [18]. Certaines souches sont 
rapidement éliminées des souris de type sauvage comme les souches MNV-1 CW1, CW3 et 
WU11. D’autres souches peuvent être excrétées jusqu’à 35 jours post-infection et sont dites 
persistantes. C’est le cas des souches CR1, CR3, CR6, CR7 et S99 [86]. Le norovirus humain 
n’étant pas cultivable, la biologie de ce virus est étudiée à travers le MNV seul norovirus 
capable de se répliquer efficacement in vitro. Ainsi, le MNV est devenu un substitut afin 
d’évaluer la résistance des norovirus humains aux désinfectants et est utilisé afin d’étudier les 
mécanismes d’infection des Norovirus dans un modèle animal.  
Les infections au norovirus murin sont très répandues dans les animaleries à travers le 
monde faisant du MNV l’un des principaux contaminants des animaleries de recherche [103]. 
En Amérique du Nord, 22,1% des 12 639 sérums de souris testés étaient positifs pour les 
anticorps anti-MNV-1 [104], une enquête sérologique en Europe a mis en évidence un taux de 
contamination semblable. [105]. Des taux de prévalence similaires ont été observés au Japon 
et en Corée du Sud après une analyse sérologique ou par RT-PCR d'échantillons murins [106–
108].  
Une infection au MNV est asymptomatique chez des souris sauvages et peut être donc 
très difficilement détectable par le personnel des animaleries. Une fois le virus détecté, son 
élimination est difficile de par sa résistance aux facteurs environnementaux et aux agents 
désinfectants. Cette forte prévalence dans le monde entier offre un énorme potentiel pour ce 
virus d’interférer avec des modèles de recherche murins. Cependant, les effets de l'infection 
au MNV sur la recherche biomédicale ne sont pas clairs.  
Certaines études ont mis en évidence que le norovirus murin pourrait interférer dans 
des modèles animaux spécifiques. Parmi ces études figurent les travaux de Lencioni et al 
mettant en évidence que le norovirus murin augmente l’inflammation intestinale induite par 
les bactéries chez les souris Mdr1a
-/-
 [115]. Le MNV-1 a également été rapporté comme 
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promoteur de l’inflammation et de la mortalité chez des souris surinfectées à Escherichia coli 
[116]. 
Les phénomènes de co-infections peuvent avoir des conséquences imprévisibles avec 
des altérations de la réponse immunitaire de l'hôte. Potentiellement, une contamination d’un 
modèle murin par le MNV pourrait entrainer une modification des paramètres physiologiques 
étudiés et induire en erreur le chercheur sur une mauvaise hypothèse basée sur les résultats. 
A notre connaissance, cette étude est la première à tester directement l'effet de la 
souche S99 du norovirus murin sur un modèle murin d'infection pulmonaire aiguë. Cette 
étude démontre sans équivoque que la souche S99 du norovirus murin module la réponse 
induite à une infection pulmonaire à Pseudomonas aeruginosa.  
En effet, in vitro, la souche S99 est capable de diminuer la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoire par les BMDMs en réponse à une infection à la souche CHA de P. aeruginosa. 
Les modèles in vivo, mis au point lors de cette étude, ont mis en évidence que le MNV 
augmente la survie des souris ayant une infection pulmonaire aiguë à P. aeruginosa. 
L’amélioration, par le MNV, du pronostic vital de ces souris est consécutive à une diminution 
de la production de cytokines pro-inflammatoire et chimiokines, ainsi que du recrutement de 
cellules immunitaires, en particulier des neutrophiles. Par conséquent, la lésion pulmonaire 
provoquée par l'infection pulmonaire à P. aeruginosa et la réponse pro-inflammatoire 
excessive est réduite. La perméabilité alvéolo-capillaire ainsi restreinte, moins de bactéries 
peuvent se propager dans la circulation systémique et causer un choc septique. 
Ainsi, le paramètre d’immunomodulation induit par la souche S99 du norovirus murin 
pourrait être par la suite exploité afin d’améliorer le pronostique d’individu développant une 
réaction pro-inflammatoire incontrôlée consécutive à une infection. En effet, il serait 
intéressant de tester si le phénomène de diminution de réponse pro-inflammatoire est induit 
par la biologie du virus ou par un de ces constituants. Pour cela, un protocole de survie 
pourrait être appliqué avec un MNV inactivé. En cas d’un phénotype de protection, il resterait 
à déterminer quelle particule du MNV est à injecter afin d’avoir le même phénomène dans la 
survie. Cependant, il reste plus probable que la biologie du virus soit impliquée car un délai 
de colonisation de l’hôte par le MNV semble nécessaire.  
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Les mécanismes d’action, directs ou indirects, par lesquels le MNV parvient à 
diminuer la réponse pro-inflammatoire restent inconnus et différentes hypothèses sont à 
étayer.  
Il est possible que la colonisation du tractus gastro-intestinal par certaines souches de 
MNV conduise à une dysbiose, un changement qualitatif ou quantitatif du microbiote. 
Néanmoins, à ce jour aucune étude n’a démontré qu’une infection par le MNV avait des 
conséquences majeures sur le microbiote intestinal [375]. Cependant, ces résultats restent à 
confirmer pour le MNV, car le norovirus humain est quant à lui capable de perturber la flore 
intestinale humaine [376]. Ce microbiote qui comporte 10 fois plus de cellules que celles 
composant l’être humain joue un rôle dans l’absorption des vitamines ainsi que dans la 
défense de l’hôte aux stress infectieux [377, 378]. Il apparait clairement un rôle spécifique de 
chacune des composantes du microbiote sur la régulation de la réponse inflammatoire et 
antimicrobienne de la muqueuse intestinale, comme en témoigne le rôle régulateur de souches 
de Clostridia sur la fonctionnalité des lymphocytes T régulateurs [379]. Des études réalisées 
sur des bactéries filamenteuses segmentées (SBF) ont montré qu’elles étaient associées à un 
profil inflammatoire Th17 lors de colonisation de souris gnotobiotique [380, 381]. A 
l’inverse, certaines bactéries du TIG, tel que Faecalibacterium prausnitzii semblaient 
présenter une action immuno-régulatrice en inhibant les voies pro-inflammatoires lors de la 
colite [382]. L’importance du microbiote intestinal a été démontrée dans de nombreuses 
études cliniques et en utilisant des modèles animaux qui montrent que la perturbation des 
interactions hôte-commensal est associée à une variété de maladies dont une susceptibilité 
accrue à l'infection par des bactéries. Actuellement, la compréhension de la façon dont le 
microbiote régit l'immunité antibactérienne au niveau des sites extra-intestinaux est pauvre. 
Mais, certaines études ont mis en évidence que la flore commensale aide à protéger contre des 
infections bactérienne à l'extérieur de l'intestin [383–386]. Ainsi il serait intéressant de 
réaliser une analyse comparative de microbiote intestinale entre des souris infectées ou non au 
MNV afin de déceler d’éventuelles perturbations. En parallèle, les populations des cellules 
immunitaires intestinales et pulmonaires pourraient être analysées par cytométrie en flux. En 
effet, une augmentation de la population T reg pourrait être impliquée dans le phénomène de 
protection observé chez les souris pré-sensibilisé avant l’infection pulmonaire. Ce 
changement dans la balance immunologique pourrait alors être attribué directement au MNV 
ou par l’intermédiaire d’un composant du microbiote perturbé. 
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Le norovirus murin est un virus répandu et endémique dans les animaleries de 
recherche. Ces travaux suggèrent que l'infection au MNV peut profondément modifier les 
paramètres étudiés dans les modèles classiques d'infection pulmonaire aiguë. Compte tenu de 
la prévalence du norovirus murin dans la recherche animale, il est maintenant nécessaire de 
considérer ce paramètre importun. Une modification de la réglementation avec l’ajout du 
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Test de deux inhibiteurs glycosidique (GMI 1051 et GMI 1387) des lectines de P. aeruginosa 
dans un modèle murin d’infection pulmonaire aiguë ou chronique. Dr John Magnani, 
Glycomimetics inc ; Gaithersburg, MD, USA 
Etude de l’implication des Kinurénines de P. aeruginosa dans un modèle murin d’infection 
pulmonaire aiguë. EA 7366 
Evaluation de l’effet anti adhésion des glycoclusters lors d’une pneumonie aiguë à P. 
aeruginosa dans le cadre du projet FUI ANTI-PYO.  
Evaluation de l’effet d’un composé anti Pvd/Pch dans un modèle de pneumonie aiguë ou 
chronique à P. aeruginosa. Sanofi R&D Toulouse 
Etude de la réponse immunitaire induite par PscI, un composant du SST 3 de P. aeruginosa. 
EA7366 
Mis au point d’un modèle animal permettant l’étude de l’impact d’une perturbation du 
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